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ACC: Acetil-CoA Carboxilasa 
ACTH: Adrenocorticotropina (Adrenocorticotropic Hormone)  
ApoA: Apolipoproteína A 
ApoB: Apolipoproteína B 
ATP: Adenosina 5´-trifosfato 
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Ct: Colesterol total 
DM: Diabetes mellitus 
DM2: Diabetes mellitus tipo 2 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
dNTP: Deoxinucleótidos 5´-trifosfato (adenosina, citidina, guanosina y 
timidina) 
EMSA: Ensayo de retardo de movilidad electroforética (Electrophoretic 
Mobility Shift Assay) 
FAS: Ácido graso sintasa (fatty acid synthase) 
FBS: Suero bovino fetal (fetal bovine serum) 
GAA: Glucemia en ayunas alterada 
GK: Glucoquinasa (Glucokinase) 
GLUT: Proteína transportadora de glucosa (Glucose transporter)  
GSIS: Secreción de insulina estimulada por glucosa. 
HAART: Highly Active Anti-Retroviral Therapy 
HbA1c: Hemoglobina glicosilada  
HDL: Lipoproteína de alta densidad (high density lipoprotein) 
HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HGVS: Human genome variation society 
HMG CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A  
HNF: Factor nuclear hepático (Hepatic nuclear factor) 
HOMA: Homeostasis Model Assessment 
HTA: Hipertensión arterial 
IG: Intolerancia a la glucosa (IGT: Impaired glucose tolerance) 
IκB: Quinasa inhibidora del factor kappa β (κB kinase)  
IKK: Quinasa inhibidora de la quinasa del factor kappa β (inhibitor of κB 
kinase)  
IL-6: Interleuquina-6 
IMC: Índice de masa corporal 
INSIG: Insulin induced gene 
IRS: Sustrato del receptor de la insulina (Insulin receptor substrate) 
K.O: Knock-Out 
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KSIS: Secreción de insulina estimulada por potasio  
LB: Luria Broth 
LDLr: Receptor de las lipoproteínas de baja densidad 
LDL: Lipoproteína de baja densidad (Low density lipoprotein) 
LXR: Receptor hepático X (Liver X receptor) 
MCS: Sitio de clonación múltiple (Multiple cloning site) 
MODY: Maturity-Onset Diabetes of the Young 
NEUROD1: Neurogenic differentiation 1 
NFκB: Factor nuclear kappa β (nuclear factor kappa β) 
PAD: Presión arterial diastólica 
PAS: Presión arterial sistólica 
Pb: Par de bases 
PCSK9: Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9 
PDX-1: Pancreas duodenum homeobox-1 
PK: Piruvate kinase 
PPAR: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 
PUFA: Ácidos grasos poliinsaturados 
RE: Retículo endoplásmico 
ROS: Especies reactivas de oxígeno 
Rpm: Revoluciones por minuto 
SDS: Dodecilsulfatosódico 
SEM: Error estándar de la media (standard error of measurement) 
SNP: Polimorfismo de un único nucleótido (Single nucleotide 
polymorphism) 
SREBP: Proteína de unión al elemento de respuesta a esteroles (sterol 
regulatory element binding proteins) 
SSCP: Polimorfismos conformacionales de cadena simple (Single-strand 
conformation polymorphism).  




TNF: Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor) 
TTOG: Test de tolerancia oral a la glucosa 
UCP2: Uncoupling protein-2 
VLDL: Lipoproteína de muy baja densidad (Very low density lipoprotein) 
WT: Silvestre (Wild type) 
5´UTR: Región 5´ no traducida 









































1.1- DIABETES MELLITUS 
 
La diabetes mellitus es una enfermedad metabólica originada por un déficit 
absoluto o relativo de insulina que impide a las células utilizar 
correctamente la glucosa. En función del origen fisiopatológico del defecto 
y de si afecta a la secreción pancreática de insulina, a su acción a nivel 
periférico o a ambas, podemos distinguir diferentes tipos de diabetes (tabla 
1). En los últimos años la variación en los hábitos de vida ha ocasionado un 
cambio en los patrones clásicos de aparición de la enfermedad, 
diagnosticándose diabetes tipo 2 cada vez en pacientes de edad más joven. 
Por ello, actualmente es necesaria una evaluación completa de todas las 
características clínico-analíticas del paciente para un diagnóstico 
inequívoco. 
4. DIABETES GESTACIONAL
Síndromes de Down, Turner, Klinefelter, Wolfram, Prader-Willi, Porfiria, Ataxia de Friederich, Corea de Huntington
8.- Síndromes genéticos asociados con diabetes:
7.- Formas no comunes de diabetes autoinmune
Rubeola congénita, citomegalovirus
6.- Infecciones congénitas:
Glucocorticoides, pentamidina, ácido nicotínico, β-adrenérgicos, diazóxido, α-interferón.
5.- Tóxicos o Fármacos:
Acromegalia, síndrome de Cushing, feocromocitoma, glucagonoma, hipertiroidismo, somatostatinoma, aldosteronoma.
4.- Endocrinopatías:
Pancreatitis, neoplasia, fibrosis quística, hemocromatosis
3.- Enfermedades del páncreas exocrino:
Insulinoresistencia tipo A, Leprechaunismo
2.- Defectos genéticos extrapancreáticos: 
b. Por transmisión de DNA mitocondrial
a. Tipo MODY (MODY1: HNF4α; MODY2: GK; MODY3: HNF1α; MODY4: IPF-1; MODY5: HNF1β; MODY6: NEUROD1)
1.- Defectos genéticos en la función de la célula beta
3. OTROS TIPOS ESPECÍFICOS
2. DIABETES TIPO 2 O DIABETES MELLITUS NO INSULINO-DEPENDIENTE (DM2) 
2.- Tipo 1b o idiopática
1.- Tipo 1a o inmune
1. DIABETES TIPO I
 
Tabla 1: Clasificación etiológica de la diabetes. En el caso de las diabetes tipo MODY se 
indica el gen responsable de cada subtipo. 
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Nuestro estudio se ha centrado principalmente en la diabetes mellitus tipo 2 
(DM2) y concretamente en la identificación de nuevos genes que puedan 
modificar la susceptibilidad a esta enfermedad. 
 
1.2- DIABETES MELLITUS TIPO 2 
 
La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad heterogénea, compleja 
y multifactorial que incluye distintas alteraciones metabólicas con un 
fenotipo final común, la hiperglucemia1. Representa un 90-95% de todos los 
casos de diabetes y afecta aproximadamente al 5% de adultos en países 
desarrollados. Además, una elevada proporción de individuos presenta 
resistencia a la insulina, un estado que predispone al individuo a la DM2. De 
hecho, en la etiología de la enfermedad, el punto central es el desequilibrio 
entre la sensibilidad a la insulina y la función de la célula β, ambas 
condicionadas genéticamente2. 
 
La DM2 presenta un importante componente genético y ambiental 
(adquirido)3-6. Su herencia es poligénica, lo que implica que para que se 
manifieste la enfermedad es necesaria la presencia simultanea de diversos 
defectos genéticos o polimorfismos7. 
Respecto al componente adquirido, existen tres factores que desempeñan un 
papel etiopatogénico debido a su relación con la resistencia a la insulina y 
que están ocasionando un aumento exponencial en la incidencia de la 
enfermedad en países desarrollados: la longevidad de la población, el 
incremento de los niveles de sobrepeso, y el estilo de vida sedentario, que 
implica escaso ejercicio físico y hábitos dietéticos poco saludables. La 
mayoría de pacientes con DM2 son obesos. La obesidad, especialmente la 
obesidad abdominal, causa resistencia a la insulina8 y está determinada 
genéticamente9. 
Recientemente se ha puesto de manifiesto la importancia de otros factores 
como el retraso en el crecimiento intrauterino10. Evidentemente, este factor 
también posee un condicionante genético, pero además condiciona el riesgo 
de DM2 incluso en gemelos dizigóticos o monozigóticos discordantes para 
la enfermedad11,12. 
Padecer diabetes implica un mayor riesgo de desarrollar otras muchas 
enfermedades. La hiperglucemia mantenida, y las alteraciones lipídicas 
generalmente asociadas a la diabetes favorecen el desarrollo de 
complicaciones micro y macrovasculares, generadoras de daño y disfunción 
en diferentes órganos, especialmente en ojos, riñones, nervios, corazón y 
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vasos sanguíneos. Si estas complicaciones no se tratan adecuadamente 
acortan la esperanza de vida del paciente. 
El Síndrome metabólico o “Síndrome X” engloba un grupo de estados 
patológicos asociados a la resistencia a insulina como son la obesidad 
abdominal, hipertensión arterial, hipertrigliceridemia y disminución del 
colesterol HDL. Aunque la relevancia de su diagnóstico es discutible, este 
síndrome constituye un factor de riesgo para desarrollar DM2 y cardiopatía 
isquémica. 
En cuanto al diagnóstico de la DM2, se detecta un pico máximo a los 60-70 
años, siendo la distribución por sexos aparentemente homogénea (46% 
varones y 54% mujeres). Su diagnóstico diferencial es clínico, 
sospechándose en mayores de 30 años con antecedentes familiares y 
ausencia de cetosis en situaciones de estrés.  
Se definen cuatro categorías diagnósticas en función del nivel de glucemia 
en plasma venoso, asociadas a riesgos progresivamente crecientes de 
desarrollar diabetes y enfermedad cardiovascular (tabla 2) 
 
≥200≥126Diabetes mellitus (DM)
≥140 y <200-Intolerancia a la glucosa (IG)
-≥110 y <126Glucemia en ayunas alterada (GAA)
<140>60 y <110Normoglucemia
2h tras TTOG (mg/ml)Glucemia basal (mg/ml)Situación
 
Tabla 2: Categorías diagnósticas en función de la glucemia en ayunas y dos horas 
después de una sobrecarga oral de glucosa. TTOG: Test de tolerancia oral a la glucosa. 
 
 
La glucemia en ayunas alterada (GAA) o la intolerancia a la glucosa (IG) 
pueden considerarse estados prediabéticos o de alto riesgo ya que 
frecuentemente son estados intermedios en la historia natural de la 
enfermedad. Otros factores de riesgo para desarrollar DM2 son: 
 
- Historia familiar de diabetes  
- Sobrepeso (IMC>25)  
- Inactividad física habitual  
- Raza/Etnia (Afro-americanos, hispano-americanos, americanos 
nativos, asio-americanos, habitantes de islas del pacífico)  
- Hipertensión (≥140/90 mmHg en adultos)  
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- HDL colesterol ≤35mg/dl y/o triglicéridos ≥250mg/dl  
- Historia previa de diabetes gestacional o feto macrosómico  
- Síndrome de ovario poliquístico 
 
1.3- DM2: MECANISMOS  MOLECULARES 
DE PATOGÉNESIS  
 
El control de la glucemia en el organismo está garantizado gracias al 
equilibrio entre “secreción de insulina” y “acción de la insulina”. En 
condiciones normales, la célula β pancreática puede compensar una menor 
sensibilidad a la insulina aumentando su secreción, de forma que existe una 
relación curvilínea entre la función de la célula β y la sensibilidad a la 
insulina13. Cuando en un individuo disminuye esta capacidad de adaptación 
se produce una desviación de esta hipérbola y, en consecuencia, una 
disminución en el control de la glucemia que puede manifestarse 
clínicamente como DM2 o menos severamente como IG (figura 1). Incluso 
en este último caso, las concentraciones de glucosa en ayuno y 2h después 
de una ingesta aumentarán ligeramente14. Este aumento puede ser pequeño 
pero con el tiempo es en sí mismo una posible causa de disfunción β 
















Célula β compensando la RI
Célula β sin compensar la RI
 
Figura 1: Relación hiperbólica entre la función β pancreática y la sensibilidad a la 
insulina. Una desviación de esta curva ocasiona un control deficiente de la glucemia y se 
manifiesta clínicamente como DM2 o como Intolerancia a la glucosa (IG). RI: Resistencia a 
insulina. Figura adaptada de15. 




En general, la resistencia a la insulina es un fenómeno que ocurre en las 
fases tempranas de la enfermedad, mientras que la funcionalidad de la célula 
β pancreática disminuye antes del comienzo de la hiperglucemia clínica y 
declina gradualmente siendo causa y efecto del desarrollo de la enfermedad. 
Tanto la sensibilidad a la insulina como la función β pancreática tienen un 
importante componente genético16,17. La adaptación β pancreática valorada 
como la respuesta de insulina en relación con la sensibilidad a la insulina en 
familiares de pacientes con DM2, que presenten IG o normoglucemia 
también tiene un alto componente hereditario18. 
 
1.3-1. Resistencia a la insulina 
 
Las variaciones interindividuales en la sensibilidad a la insulina se deben a 
un importante componente genético19, pero además están influenciadas por 
múltiples factores adquiridos entre los que se incluyen: edad20,21, estado 
físico22,23, dieta24, tratamiento farmacológico25-27, obesidad28-33 y 
distribución corporal de la grasa34-40. 
 
La resistencia a la insulina se define como un estado en el que los efectos 
biológicos de esta hormona son menores de los esperados, principalmente 
respecto a la utilización de glucosa y síntesis de glucógeno por el músculo 
esquelético, la supresión de la producción endógena de glucosa, 
especialmente por el hígado41, o en la supresión de la lipólisis en el tejido 
adiposo (figura 2). 






















Figura 2: Principales tejidos implicados en el metabolismo glucolipídico regulado por 
insulina, con implicaciones en la etiopatogenia de la DM2. Figura adaptada de15. 
 
 
La insulina desencadena diversas respuestas metabólicas pleiotrópicas, 
uniéndose y activando a un receptor específico de la membrana plasmática, 
con actividad tirosina-quinasa42. Los sustratos de este receptor, 
principalmente las proteínas IRS (insulin receptor substrate), son 
fosforilados en sus residuos de tirosina de forma que servirán como anclaje 
a proteínas adaptadoras que activarán distintas rutas de señalización (figura 
3).  












































































































El bloqueo de uno o varios puntos de estas rutas de señalización constituye 
uno de los mecanismos de resistencia a la insulina. Por ejemplo, los efectos 
positivos en la señalización ejercidos por la fosforilación de tirosinas del 
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propio receptor y de las proteínas IRS, son bloqueados por la 
defosforilación de las cadenas laterales de tirosinas por tirosina-fosfatasas y 
por la fosforilación de treoninas y serinas, eventos que normalmente ocurren 
simultáneamente43. 
La supresión de la señalización de insulina también puede ocurrir a través 
de una internalización o pérdida del receptor de insulina de la superficie 
celular y por degradación de las proteínas IRS44. Los miembros de la familia 
de proteínas SOCS (supresor of cytokine signalling) participan en la 
degradación de IRS a través del la vía ubiquitin-proteasoma45. 
Se han descrito numerosas situaciones fisiopatológicas en las que puede 
producirse un bloqueo de estas rutas de señalización desencadenando algún 
grado de resistencia a la insulina. En los siguientes apartados se describirán 
algunas de estas situaciones como la obesidad, procesos inflamatorios o 
fenómenos de estrés oxidativo. 
 
1.3-1.1. Obesidad y resistencia a la insulina  
 
La obesidad es la causa más común de resistencia a insulina y DM2. 
Simplemente el sobrepeso (IMC>25) multiplica por tres el riesgo de 
desarrollar DM246. 
La obesidad refleja un desequilibrio en el que la energía ingerida excede a la 
consumida, y es almacenada en forma de grasa, lo que ocasiona la 
expansión del tejido adiposo.  
 
La insulina actúa sobre el tejido adiposo a tres niveles: (i) favoreciendo la 
diferenciación de preadipocitos a adipocitos maduros; (ii) estimulando el 
transporte de glucosa y la lipogénesis (síntesis de triglicéridos) y (iii) 
inhibiendo la lipólisis. Además, la insulina también aumenta la captación de 
ácidos grasos desde lipoproteínas circulantes estimulando la actividad de la 
lipoproteína lipasa en el tejido adiposo.  
 
Si el tejido adiposo se expande excesivamente los adipocitos se hipertrofian 
y se hacen más sensibles al efecto lipolítico de las catecolaminas y menos 
sensibles a la insulina. La pérdida de sensibilidad a la insulina hace que esta 
no inhiba eficazmente la lipólisis aumentando los niveles plasmáticos de 
ácidos grasos y glicerol. Por tanto existe un umbral condicionado por 
factores genéticos y adquiridos en el que se satura la capacidad de 
almacenamiento del tejido adiposo, de forma que el exceso de grasa se 
redirige a depósitos ectópicos en otros órganos como el hígado, páncreas o 
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músculo. En estos órganos la acumulación de lípidos intracelulares ejerce un 
efecto tóxico e induce la resistencia a la insulina, fenómeno conocido como 
lipotoxicidad47-54. 
A este respecto existen importantes diferencias biológicas entre la grasa 
subcutánea, localizada bajo la piel, y la intraabdominal o visceral que rodea 
a los órganos gastrointestinales, siendo esta más activa lipolíticamente. 
Estas diferencias hacen que respecto a las implicaciones metabólicas sea 
más importante la distribución corporal de la grasa que su cantidad absoluta.  
El tejido adiposo no se limita a almacenar grasa sino que realmente actúa 
como una glándula endocrina liberando hormonas (adiponectina, leptina, 
resistina, RBP4-retinol binding protein-4), citoquinas proinflamatorias 
(TNFα, IL-6) y otras sustancias activas (plasminogen activator inhibitor-1 o 
PAI-1), que transmiten conjuntamente a los diferentes tejidos del organismo 
la información respecto a los cambios en masa y estado energético del tejido 
adiposo y modulan la sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo, músculo 
o hígado, permitiendo un control metabólico coordinado55. 
 
La expansión del tejido adiposo, especialmente la grasa visceral, produce 
una alteración en el patrón de secreción de estas moléculas. Principalmente, 
se incrementa la liberación de citoquinas inflamatorias, como TNFα e IL-6, 
que afectan negativamente a la señalización de la insulina56,57. TNFα actúa 
disminuyendo la lipogénesis y aumentando la lipólisis adipocitaria lo cual 
podría considerarse un mecanismo de retroalimentación para evitar el 
excesivo acumulo de energía aunque finalmente provoca un mayor aumento 
en los ácidos grasos libres. Por su parte, la IL-6 es una molécula 
proinflamatoria que inhibe la señal de la insulina aumentando la expresión 
de las proteínas SOCS58,59. Además, disminuye la liberación de 
adiponectina, que aumenta la sensibilidad a la insulina en hígado (disminuye 
la gluconeogénesis) y músculo a través de la AMP quinasa (promoviendo la 
oxidación de ácidos grasos y disminuyendo la lipogénesis)56,60. La 
adiponectina también contrarresta los efectos proinflamatorios de TNFα en 
la pared arterial y probablemente protege frente al desarrollo de 
arteriosclerosis61. 
El aumento en la liberación de PAI-1 también se ha asociado con un 
aumento en los procesos de arteriosclerosis62. 
Por su parte, la leptina aumenta la sensibilidad a la insulina actuando (i) a 
través del hipotálamo, modificando el apetito y por tanto el flujo de 
nutrientes, y (ii) directamente sobre el tejido adiposo, músculo, hígado o 
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células β, aumentando la oxidación de lípidos y disminuyendo su síntesis63-
65. 
Como se ha comentado, los factores circulantes liberados por el tejido 
adiposo modulan la función del endotelio vascular, constituyendo un nexo 
entre el aumento del riesgo vascular característico del síndrome metabólico 
y los mecanismos de resistencia a la insulina60,66. Estos factores circulantes 
también reclutan y activan células inflamatorias que pueden perpetuar un 
entorno inflamatorio sistémico que afecta de manera importante la función 
vascular, aumentando el riesgo de aterogénesis y deteriorando la 
sensibilidad a la insulina67. 
 
1.3-1.2. Ácidos grasos y resistencia a la insulina  
 
La concentración plasmática de ácidos grasos libres refleja un balance entre 
su liberación (lipólisis intravascular de lipoproteínas ricas en triglicéridos y 
la lipólisis de los triglicéridos almacenados en el tejido adiposo) y su 
captación (fundamentalmente reesterificados en el tejido adiposo e hígado y 
oxidados en el músculo esquelético, corazón, hígado y otros tejidos). En el 
periodo de ayunas, la concentración de ácidos grasos libres depende 
principalmente de su entrada en la circulación debida a la lipólisis, pero tras 
la ingesta depende mayoritariamente de la tasa de captación por el tejido 
adiposo. 
 
En descendientes de pacientes con DM2, un parámetro metabólico 
comúnmente alterado es la concentración plasmática de ácidos grasos, que 
está aumentada respecto a los controles68. En estos individuos, la resistencia 
a la insulina se correlaciona con los niveles de ácidos grasos en plasma, y no 
con otros indicadores del estatus metabólico. Esta correlación negativa con 
la sensibilidad a la insulina todavía es más evidente si se considera los 
lípidos intramiocelulares. 
La elevación de ácidos grasos plasmáticos en pacientes con resistencia a 
insulina se conoce desde hace décadas69 aunque el mecanismo que se 
postulaba era incorrecto. Estudios de resonancia magnética nuclear 
realizados en voluntarios sanos han demostrado que los ácidos grasos 
inducen resistencia a insulina en músculo esquelético inhibiendo la 
activación del transporte de glucosa mediado por insulina70,71, y no mediante 
la inhibición de la piruvato deshidrogenasa72 o la glucógeno sintasa73. 
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En condiciones normales, la estimulación de la actividad GLUT-4 por 
insulina en músculo esquelético ocurre mediante la fosforilación de IRS-1 
que le permite unirse y activar a PI-3-quinasa y ésta a su vez a GLUT-471. 
Una elevación de los ácidos grasos plasmáticos en humanos suprime la 
activación de PI-3-quinasa mediada por IRS-171. Estudios en ratas 
demuestran que la infusión de metabolitos lipídicos activa la proteína 
quinasa C (PKC)-θ, quien a través de una cascada de serina-treonina 
quinasas, elimina la fosforilación de tirosinas en IRS-1 mediada por insulina 
y finalmente resulta en una disminución del 50% en la estimulación de la 
actividad PI-3-quinasa74. Además, ratones knock out para PKC-θ están 
protegidos frente a la resistencia a la insulina mediada por lípidos en 
músculo esquelético75. 
Estos hallazgos sugieren que mecanismos similares intervienen en 
resistencia a la insulina inducida por lípidos en el hígado, donde la 
acumulación de metabolitos lipídicos intracelulares activa una cascada de 
serina quinasas en la que interviene PKC-ε, y que provoca una disminución 
en la fosforilación de tirosinas en IRS-2, un mediador clave en la acción de 
la insulina en el metabolismo hepático76,77. Estudios recientes sugieren que 
el diacilglicerol, un conocido activador de PKC-ε, podría ser el mediador de 
este efecto78. 
 
1.3-1.3. Inflamación y resistencia a la insulina 
 
Existe una estrecha conexión entre la resistencia a la insulina y las clásicas 
rutas de señalización de inflamación. De hecho, altas dosis de salicilatos 
pueden disminuir la hiperglucemia y la resistencia a la insulina en diabetes y 
obesidad79,80 a través de un bloqueo de la actividad IKK81. De esta forma no 
podrá fosforilar a IκB evitando que este permita la translocación al núcleo 
del factor nuclear κB (NFκB). De hecho, las citoquinas inflamatorias 
liberadas por el tejido adiposo alteran la actividad de IKK y por tanto de 
NFκB80. El mecanismo de modulación de la acción de la insulina a través de 
la ruta NFκB/IKK todavía no se conoce con exactitud, pero numerosos 
trabajos sugieren que la activación ligera pero crónica del sistema inmune 
participa en la etiología de la DM2. Además se ha demostrado que elevados 
niveles de marcadores de inflamación como ácido siálico, inmunoglobulinas 
séricas y células blancas se asocian con el riesgo de desarrollar DM282-87. 
La acumulación de ácidos grasos en células de músculo esquelético es uno 
de los mecanismos de aparición de resistencia a insulina en este tejido. Se 
ha postulado que en este fenómeno intervienen procesos inflamatorios ya 
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que la disrupción genética de IKKβ revierte la resistencia a la insulina a 
través de un aumento en la fosforilación de tirosinas de IRS-1 y activación 
de su ruta de señalización88. 
 
Esto sugiere que IKK podría ser una importante diana para el desarrollo de 
nuevos fármacos para la terapia de la resistencia a la insulina, especialmente 
en casos que cursen con una expansión del tejido adiposo visceral, que 
como hemos comentado, provoca la liberación de adipoquinas 
proinflamatorias. 
 
1.3-1.4. Metabolismo mitocondrial 
 
La frecuente acumulación de triglicéridos en depósitos ectópicos sugiere 
que existe un defecto en la oxidación mitocondrial de lípidos en pacientes 
con DM2.  
La pérdida de función mitocondrial predispone a una acumulación lipídica 
intramiocelular que como se ha descrito es una causa de la resistencia a la 
insulina89.  
Se ha sugerido que un defecto heredado en la fosforilación oxidativa 
mitocondrial podría causar la acumulación lipídica90. De hecho, la expresión 
de PGC1 (PPARgamma co-activator 1), un factor de transcripción de genes 
implicados en la oxidación mitocondrial de ácidos grasos y en la síntesis de 
ATP, está disminuida en individuos con resistencia a la insulina y DM291,92 
así como en individuos jóvenes insulinoresistentes no obesos descendientes 
de pacientes con DM2. 
Un mecanismo similar podría relacionar la pérdida de función mitocondrial 
asociada al envejecimiento con la resistencia a la insulina asociada a la 
edad. 
Además, la oxidación mitocondrial está implicada en el aporte energético 
necesario para la función β pancreática, por lo que la disfunción 
mitocondrial se ha asociado con alteraciones en la secreción de insulina93. 
 
1.3-2. Secreción de insulina: Disfunción de la célula β 
pancreática 
 
La glucosa es rápidamente captada por el transportador GLUT-2 en las 
células β pancreáticas, tras lo cual sufre una fosforilación vía glucoquinasa 
que constituye el paso limitante del metabolismo β pancreático de la 
glucosa. 
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La posterior degradación lleva a la producción de piruvato que entra en la 
mitocondria y es metabolizado para producir ATP. Este ATP generará la 
energía necesaria para la despolarización de la membrana celular y para la 
liberación de insulina. El ratio ADP/ATP activa a la proteína SUR1 
(sulphonylurea receptor 1) que cerrará el canal de potasio adyacente 
llamado KIR6.2 (potassium-K+ inward rectifier 6.2) alterando así el 
potencial de membrana y, como consecuencia, abriendo los canales de 
calcio, lo que dispara la liberación de los gránulos de insulina previamente 
formados. En condiciones normales, la secreción de insulina por la célula β 
es un proceso complejo modulado por numerosas variables como la 
naturaleza y cantidad del secretagogo, la ruta de administración, la 
concentración de glucosa en el momento del estímulo o el grado de 
sensibilidad a la insulina94-96. La glucosa es el estímulo principal para la 
secreción de insulina, aunque existen otros: 
 
• Aminoácidos 
• Hormonas tales como: adrenocorticoides, glucocorticoides, tiroxina, 
estrógeno, ACTH , hormona del crecimiento 
• Estimulación vagal 
• Sulfonilureas, que actúan cerrando los canales de potasio y por tanto 
aumentando la secreción de insulina. Este efecto lo producen 
también a bajas concentraciones de glucosa por lo que existe un 
riesgo potencial de hipoglucemia 
• Cuerpos cetónicos 
 
Para mantener constante la tolerancia a la glucosa, cuando la sensibilidad a 
la insulina varía debe existir una adaptación proporcional en la liberación de 
insulina, ajustándose a la función hiperbólica descrita en la figura 1. 
Aunque el mecanismo de esta adaptación no se conoce completamente 
parece debida a cambios en la capacidad secretora de la célula β y no en su 
sensibilidad a la glucosa27,94.  
La insulina pancreática se secreta directamente en la circulación portal y es 
transportada al hígado, donde se degrada el 50% de la insulina. El 
aclaramiento hepático de la insulina depende de la unión de ésta a su 
receptor de forma que los factores que aumenten la degradación del receptor 
o que disminuyan su expresión pueden causar un aumento en la insulina 
disponible para tejidos periféricos. La circulación periférica transporta 
entonces la insulina hasta otros tejidos y finalmente al riñón, donde se 
degrada otro 25% y se produce la excreción. 
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Los ácidos grasos libres liberados por parte del tejido adiposo visceral son 
drenados directamente a la porta y provocan una reducción en el 
aclaramiento hepático de insulina, lo cual podría considerarse como un 
mecanismo de adaptación para generar hiperinsulinemia periférica y 
compensar la resistencia periférica a insulina inducida por los propios 
ácidos grasos libres. Este mecanismo podría aliviar en parte el estrés 
impuesto por la resistencia a la insulina en las células β pancreáticas97. 
 
En estudios controlados en idénticas condiciones de glucemia se ha 
demostrado que la secreción de insulina es marcadamente inferior en 
pacientes con DM2 que en individuos no diabéticos con similares 
características antropométricas98. A pesar de ello, la concentración de 
insulina basal o tras la ingesta puede estar aumentada en pacientes, 
especialmente en pacientes obesos hiperglucémicos debido al aumento en la 
glucosa plasmática. 
La hiperglucemia en sí misma deteriora la función β pancreática; pero 
incluso antes de la instauración de la hiperglucemia se han demostrado 
defectos en la secreción de insulina, posiblemente de origen genético99, en 
individuos con predisposición a la DM2. Factores como la obesidad, 
enfermedades agudas o el envejecimiento pueden hacer que se manifieste o 
agrave este defecto, desencadenando la instauración de la diabetes98. En 
indios Pima, un grupo conocido por su resistencia a la insulina, se demostró 
que una secreción de insulina disminuida determinaba la transición de un 
estado normal a un estado de IG; por otro lado, los individuos que eran 
capaces de aumentar progresivamente su secreción de insulina, no 
evolucionaban hacia una diabetes manifiesta100. 
Por tanto, independientemente de la etiología de la resistencia a la insulina, 
la evolución hacia la DM2 manifiesta dependerá de la distinta capacidad de 
adaptación β pancreática que estará condicionada por factores genéticos y 
adquiridos. 
El deterioro en la función β pancreática se manifiesta en muchos procesos 
como la disminución en la respuesta de insulina a glucosa intravenosa101-103 
y en la habilidad de glucosa para potenciar la respuesta de insulina a otros 
secretagogos como la arginina95,96, hormonas como secretina104, un β-
adrenérgico como el isoproterenol104 y sulfonilureas como la tolbutamida105. 
 
1.3-2.1. Glucotoxicidad y función β pancreática 
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Este término apareció tras la comprobación de que la hiperglucemia podía 
por sí misma disminuir la secreción de insulina debido a la generación de un 
daño irreversible y progresivo en los mecanismos de producción de 
insulina106,107. De hecho, el deterioro de la secreción de insulina es la 
progresión habitual en la mayoría de pacientes, que terminarán con una 
deficiencia en insulina más o menos severa tras diez años de diabetes108. 
En las células β, el metabolismo oxidativo de la glucosa produce especies 
reactivas de oxígeno (ROS), normalmente detoxificadas por la catalasa, la 
superóxido dismutasa y la glutation peroxidasa106. La hiperglucemia 
sostenida produce numerosas ROS en células β, con el consecuente daño a 
los componentes celulares, como por ejemplo el factor PDX-1 (pancreas 
duodenum homeobox-1), un regulador de la actividad del promotor de la 
insulina, lo cual se ha propuesto como un importante mecanismo de 
disfunción β pancreática106. Además, la acumulación de ROS en la 
mitocondria resulta en una activación de la proteína UCP2 que conlleva un 
aumento en el flujo de protones a través de la membrana mitocondrial 
interna, reduciendo la fuerza electromotriz y por tanto la producción de ATP 
que promueve la activación de los canales KATP, la hiperpolarización de la 
membrana y la inhibición de la secreción de insulina. 
Por otro lado, la producción de ROS provoca un aumento en la actividad de 
NFκB que induce la apoptosis de las células β pancreáticas. 
 
1.3-2.2. Lipotoxicidad y función β pancreática 
 
Tras el concepto de glucotoxicidad, se ha propuesto más recientemente el de 
lipotoxicidad. Este término se ha introducido brevemente al hablar de la 
etiología de la resistencia a la insulina pero también desempeña un papel 
importantísimo en el deterioro de la función β pancreática. 
El efecto agudo de los ácidos grasos es promover la secreción de insulina 
aumentando la respuesta pancreática a distintos secretagogos109 pero tras 24 
horas la inhiben110. 
En presencia de glucosa, la oxidación de ácidos grasos en células β está 
inhibida y se produce una acumulación de acyl coenzima A de larga cadena 
111. Este mecanismo forma parte del proceso normal de secreción de 
insulina. No obstante los acyl coenzima A de larga cadena pueden por si 
mismos disminuir la secreción de insulina abriendo los canales de potasio de 
las células β y/o aumentando la expresión de UCP2. Un tercer mecanismo 
podría ser la apoptosis de células β posiblemente debida a la generación de 
óxido nítrico o a la síntesis de ceramidas inducida por ácidos grasos o 
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triglicéridos. Los fenómenos de lipotoxicidad también podrían promover la 
formación de islotes amiloides que a su vez ejercen un efecto citotóxico 




1.4- GENÉTICA DE LA DIABETES TIPO 2 
 
En los últimos años se han realizado numerosos avances en la identificación 
de los genes responsables de diabetes monogénicas con un patrón de 
herencia mendeliana como las MODY, diabetes secundarias a síndromes 
genéticos y diabetes originadas por alteraciones en el ADN mitocondrial.  
El componente genético de la DM2 es indudable, debido a evidencias como 
(i) el patrón de  herencia observado en familias con diabetes 
monogénicas114, (ii) la alta prevalencia de DM2 en determinados grupos 
étnicos y su modificación por la “mezcla” genética115,116, (iii) la diferencia 
en la tasa de concordancia entre gemelos monozigóticos o dizigóticos117,118 
y (iv) por los resultados de numerosos estudios de ligamiento (revisado por 
Florez y col.119) 
No obstante, a pesar de estas evidencias, todavía no se han identificado los 
principales genes responsables120,121. Probablemente, la extraordinaria 
dificultad encontrada para identificar estos genes esté originada por dos 
hechos: 
(i) El componente genético de las formas más comunes de DM2 es 
complejo e implica la interacción de múltiples genes y factores ambientales. 
(ii) Cualquier factor genético o ambiental que altere los mecanismos 
moleculares involucrados en el control de la glucemia puede desembocar en 
un fenotipo que diagnosticamos como DM2, por lo que es una patología 
enormemente heterogénea. Por ejemplo, el tratamiento con glucocorticoides 
o la sobrecarga de hierro pueden ocasionar un estado de hiperglucemia 
crónica, difícilmente distinguible de la DM2. Igualmente individuos 
portadores de variantes responsables de diabetes monogénicas son 
ocasionalmente diagnosticados como DM2 general siendo adultos121.  
Todo esto sugiere que el avance en el conocimiento de los condicionantes 
moleculares de esta enfermedad requiere el estudio de subgrupos de 
pacientes más homogéneos tanto en sus características clínicas como en sus 
condicionantes ambientales. Este hecho aparentemente sencillo conlleva 
actualmente una gran dificultad debido a la imprecisión para valorar en las 
poblaciones de estudio el efecto de la dieta, actividad física y otros factores 
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ambientales que pueden atenuar e incluso enmascarar los efectos de una 
determinada variante genética121. 
A pesar de estas dificultades, el estudio del genoma humano ha permitido 
identificar algunos de estos genes de susceptibilidad para DM2. 
Principalmente esto se ha conseguido aplicando dos estrategias: (i) La 
aproximación del gen candidato, basada en el estudio de genes con un 
probable papel en la enfermedad en base al conocimiento de su función. 
Para ello se comparará la prevalencia de un determinado alelo, genotipo o 
haplotipo entre los individuos afectos y sanos no relacionados, en un estudio 
caso-control; (ii) El análisis de ligamiento, basado en que miembros de una 
familia que compartan un fenotipo también compartirán las regiones 
cromosómicas que flanqueen el gen responsable de dicho fenotipo. 
Los estudios realizados mediante análisis de ligamiento sugieren que existen 
loci en las regiones 1q21-24, 1q31-q42, 2q, 5q, 8p, 9q21, 10q23, 11p15, 
11q13-14, 12q12, 19q13 y 20q11-q13 que contienen genes implicados en la 
susceptibilidad a la DM2 o rasgos metabólicos cuantitativos asociados a la 
enfermedad 122,123. 
La posterior clonación posicional ha permitido identificar como genes 
implicados en la susceptibilidad de la DM2 a factores de transcripción como 
HNF4α124,125 y TCF7L2126 y principalmente a la calpaina-10 
(CAPN10)127,128. 
La calpaina-10 es una cisteina-proteasa expresada ubicuamente y codificada 
por el gen CAPN10 localizado en el cromosoma 2q37. Variantes en este gen 
podrían afectar a la sensibilidad a la insulina129, a su secreción130, o a la 
relación entre ambas131. 
El gen EPP1 situado en el cromosoma 6q se ha asociado recientemente a 
DM2 y a obesidad, sugiriendo que podría intervenir en alteraciones 
moleculares comunes a ambas patologías132-135, aunque otros estudios no 
han confirmado esta asociación133,136-140. 
La estrategia del gen candidato ha permitido identificar genes de 
susceptibilidad en distintas poblaciones, principalmente PPARγ 
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) y KIR6.2 (Potassium inward 
rectifier 6.2; KCNJ11) 
PPARγ es un factor de transcripción activado por ciertos ácidos grasos, 
prostanoides y tiazolidinedionas141-143. La isoforma γ1 se expresa en la 
mayoría de tejidos, mientras que la γ2 es específica del tejido adiposo, 
donde tiene un papel fundamental en la regulación de la diferenciación 
adipocitaria144. El polimorfismo Pro12Ala en PPAR-γ es hasta la fecha la 
variante que más robustamente se ha asociado con DM2. El alelo 
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minoritario es el correspondiente a la alanina y se asocia con una mayor 
sensibilidad a la insulina y con una reducción del riesgo de DM2 entre 21 y 
27%145-150. 
La variante Glu23Lys en KIR6.2 se ha asociado con DM2. El alelo mutado 
provoca una disminución en la secreción de insulina aumentando un 25% el 
riesgo de esta enfermedad151. Un reciente análisis de haplotipos refuerza la 
implicación de variantes en este gen en DM2152. No obstante la proximidad 
de este gen con el gen SUR1 (Sulfonylurea receptor-1) también asociado a 
DM2151 y el desequilibrio de ligamiento entre variantes de ambos genes, 
dificulta el estudio de la contribución de cada uno de ellos 
independientemente. 
Respecto al sustrato del receptor de la insulina, el polimorfismo Gly972Arg 
en IRS-1 está asociado con DM2145 posiblemente a través de una disfunción 
β pancreática153,154. 
El polimorfismo Gly483Ser en PGC1α también parece estar asociado a 
DM2 por mecanismos poco esclarecidos155. 
El alelo de clase III de VNTR que consiste en una repetición minisatélite 
muy polimórfica situada en las proximidades del gen de la insulina 
(cromosoma 11p15) se ha relacionado con una disminución en la expresión 
del gen de la insulina cuando el alelo es transmitido por el padre. Se ha 
propuesto que este alelo podría estar asociado con un retraso en el 
crecimiento intrauterino y con DM2156,157. Este hecho señala la posible 
influencia del fenómeno de imprinting materno en la DM2. 
 
Como se ha comentado anteriormente, está aceptado que la contribución de 
las variantes en estos genes no justifica completamente el componente 
genético de la enfermedad, por tanto es necesario identificar otros genes 
implicados. Para la selección de nuevos genes candidatos se siguen 
principalmente dos criterios:  
 
I.- Los genes implicados en formas de diabetes monogénicas altamente 
penetrantes son buenos genes candidatos para DM2158. Este criterio se basa 
en que si mutaciones raras con gran repercusión funcional en una 
determinada proteína provocan fenotipos extremos, como diabetes 
monogénicas, variantes más sutiles pero frecuentes que afecten a la 
estructura, función o expresión de esta proteína, podrían determinar la 
susceptibilidad a DM2 y viceversa.  
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Esta aproximación hasta ahora ha funcionado en algunos genes como la 
isoforma γ2 del factor PPARγ, KIR6.2 o el factor de transcripción 
HNF4α151,159-163. 
 
II.- Otro criterio se basa en el creciente conocimiento de los mecanismos de 
secreción y acción de la insulina en los distintos tejidos, expansión del tejido 
adiposo etc. Alteraciones en genes implicados en estos mecanismos 
repercutirán en la homeostasis energética del organismo y en la 
susceptibilidad a distintas enfermedades metabólicas. Por ejemplo, 
recientemente se ha demostrado que una alteración en el metabolismo de los 
ácidos grasos es un factor común a muchos fenómenos característicos de la 
diabetes tipo 2, como son la resistencia periférica a insulina, el aumento de 
la gluconeogénesis hepática, pérdida de secreción de insulina inducida por 
glucosa y obesidad. Más aún, independientemente de la causa original de la 
hiperglucemia, la glucolipotoxicidad contribuye a la pérdida de función β 
pancreática. Por tanto, genes implicados en la homeostasis lipídica parecen 
buenos candidatos para condicionar la susceptibilidad a resistencia a 
insulina y DM2. Este segundo criterio es el que se ha empleado para la 
selección de nuestros genes candidatos, SREBF1 e INSIG2. 
 
1.5- PROTEÍNAS DE UNIÓN AL 
ELEMENTO DE RESPUESTA A 
ESTEROLES (SREBP) 
 
1.5-1. Caracterización y estructura 
 
Las proteínas de unión al elemento de respuesta a esteroles (SREBPs; 
Sterol-Regulatory Element Binding Proteins; MIM #184756) constituyen 
una familia de factores de transcripción que coordinan el metabolismo 
lipídico del organismo. Fueron clonados independientemente por dos grupos 
trabajando en la diferenciación adipocitaria164 y en el metabolismo del 
colesterol por su capacidad de unirse a elementos de respuesta a esteroles 
“SRE” presentes en el promotor de genes implicados en la síntesis y 
captación de colesterol165. 
La familia SREBP está constituida por tres miembros: SREBP1a, SREBP1c 
y SREBP2. En humanos, SREBP2 está codificado por el gen SREBF2, 
localizado en el cromosoma 22q13. Los otros dos miembros, SREBP1a y 1c 
son productos de un gen común (SREBF1) localizado en el cromosoma 
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17p11.2. Los genes SREBF1 y SREBF2 humanos tienen un 47% de 
homología. Debido a la existencia de dos promotores independientes y al 
uso de distintos sitios de inicio de la transcripción, las isoformas SREBP1a 
y 1c difieren en su primer exón, que codifica el dominio ácido de 
transactivación que debe interaccionar con coactivadores de la transcripción. 
Este exón codifica 24 aminoácidos más en la forma -1a, lo que la hace 
mucho más activa transcripcionalmente comparado con la isoforma -1c166. 
En humanos, estas isoformas también difieren en sus extremos 3´ por la 
existencia de un procesamiento alternativo, aunque la importancia de esta 
divergencia es desconocida por el momento (figura 4)166.  
 
19a18a4 10 121a 2 6 8 14 19c161c 18c
17p11.2
SREBF1





Figura 4: Estructura y localización cromosómica de los genes SREBF1 y SREBF2. El 
gen SREBF1 produce las isoformas SREBP1a y SREBP1c por el uso de distintos 
promotores y por procesamiento alternativo en su región 3´. Los exones específicos de la 
isoforma 1a se muestran en naranja, y los específicos de la isoforma 1c en azul oscuro. 
 
 
Los SREBPs son sintetizados como formas precursoras inactivas que se 
encuentran ancladas a la membrana del retículo endoplásmico (RE) y a la 
membrana nuclear en una disposición de horquilla. Están organizados en 
tres dominios: (i) el dominio aminoterminal que está orientado hacia el 
citosol y consta de unos 480 aa, en los que está la región ácida 
aminoterminal y una región básica hélice-bucle-hélice (bHLH) de 
dimerización y unión al ADN; (ii) el segundo dominio tiene unos 90 aa y 
consiste en dos hélices transmembrana hidrófobas que están unidas por un 
bucle de unos 30 aa que se proyectan hacia el lumen del RE y (iii) el tercer 
dominio es la región reguladora carboxiterminal de unos 590 aa que se 
encuentra orientada hacia el citosol167-169. Este dominio carboxiterminal 
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interacciona con la proteína SCAP (SREBP cleavage-activating protein; 
#MIM 601510) que actúa como sensor del nivel de esteroles y como 
“escolta” para SREBP durante su activación postraduccional. A su vez, el 
complejo SREBP-SCAP interacciona con las proteínas INSIG (Insulin 
induced gene; MIM # 608660) que lo retendrán en el RE (figura 5).  




Figura 5: Representación de la disposición en la membrana del retículo endoplásmico 




1.5-2. Regulación de SREBP1 
 
La regulación de los SREBPs se efectúa a varios niveles: (i) transcripción; 
(ii) activación proteolítica; (iii) modificaciones postraduccionales; (iv) 
degradación y (v) estabilidad del ARNm. Salvo la regulación a nivel de 
estabilidad de ARNm que sólo se ha descrito para SREBP1, estos 
mecanismos son comunes a las tres isoformas, aunque los estímulos y 
mediadores de la regulación son específicos de cada una de ellas. 
 
1.5-2.1. Regulación de la expresión de SREBP 
 
A nivel del promotor, un fragmento de 1,5 Kb en la región 5´ del sitio de 
iniciación de la transcripción de SREBP1c es capaz de conferir respuesta a 
insulina, AMP cíclico y ácidos grasos poliinsaturados (figura 6)170. En este 
promotor podemos identificar entre otros, sitios de unión NF-Y, elementos 
“SRE” (lo que apunta a una posible autorregulación de SREBP1c), cajas E y 
sitios Sp1171. 
 












Figura 6: Esquema de la estructura básica del promotor de SREBP1c humano. En la 
figura se muestran los principales elementos de unión implicados en la regulación del gen. 
En la mayoría de tejidos humanos SREBP1c es la isoforma predominante, 
variando la expresión de relativa de SREBP1c y SREBP1a entre 3:1 en 
adipocitos y 10:1 en el hígado. Los niveles de SREBP1c son especialmente 
elevados en hígado, tejido adiposo, músculo esquelético, glándula adrenal y 
cerebro. Por su parte, la isoforma SREBP1a se expresa preferentemente en 
líneas celulares y en tejidos con alta capacidad de proliferación como bazo o 
intestino172. Estas diferencias deben tenerse en cuenta al analizar los trabajos 
presentes en la bibliografía, realizados muchas veces en líneas celulares que 
como hemos comentado tienen invertida la relación SREBP1c/1a respecto a 
los tejidos in vivo. 
La primera evidencia de la regulación transcripcional de SREBP1c se 
obtuvo en ensayos de ayuno/ingesta en roedores, demostrando que estos 
cambios nutricionales regulan la expresión de SREBP1c en hígado173, tejido 
adiposo174 y músculo175,176 mientras que provocan sólo ligeros efectos en 
SREBP1a y SREBP2. Así, la expresión de SREBP1c disminuye durante el 
ayuno pero aumenta marcadamente cuando los animales son realimentados 
con una dieta rica en carbohidratos.  
Posteriores experimentos en adipocitos aislados174 y en hepatocitos177 
muestran que SREBP1c es inducido por insulina. La expresión de SREBP1c 
en hígado de ratas tratadas con estreptozotocina (STZ) está disminuida, 
mientras que el tratamiento con insulina la normaliza178. La insulina también 
induce la expresión de SREBP1c en tejido adiposo y músculo de humanos 
en ensayos hiperinsulinémicos euglucémicos179,180. Los efectos de la 
insulina sobre la transcripción de SREBP1c son opuestos a los que ejerce el 
glucagón vía cAMP181. 
El mecanismo de acción de la insulina implica al menos dos rutas de 
señalización intracelular. La ruta dependiente de PI3 quinasa 
(phosphatidylinositol 3-kinase) que controla la mayoría de acciones 
metabólicas de la insulina, y la ruta dependiente de las MAP-quinasa 
(mitogen-activated protein kinase) que controla los efectos de la insulina 
sobre la proliferación y diferenciación celular182. 
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Los efectos de la insulina sobre la expresión de SREBP1c en hígado están 
mediados principalmente por la ruta PI3 quinasa183,184. El efector final de la 
ruta no está completamente identificado pero tanto PKB/Akt184,185 como 
PKCλ186 podrían estar implicados. 
Respecto a la expresión de SREBP1c en otros tejidos existen trabajos en la 
bibliografía187,188 que demuestran que en líneas celulares L-6 procedentes de 
músculo esquelético la inducción de SREBP1 por insulina podría estar 
mediada por la ruta MAPK. En cambio, en células 3T3-L1 provenientes de 
tejido adiposo la inducción de SREBP1 por insulina es mediada por la ruta 
PI3K. 
 
SREBP1c también es activado por el factor LXRα, un receptor nuclear de 
hormonas altamente expresado en el hígado y activado por 
oxysteroles189,190. LXRα ejerce su inducción a través de los sitios de unión 
RXR/LXR en el promotor de SREBP1c191,192. Estos sitios no sólo son 
importantes para la regulación por LXRα, sino que son también necesarios 
para la completa inducción de SREBP1c por insulina193. De hecho, en 
ratones knock out para ambas isoformas de LXR (α y β), la inducción de la 
expresión de SREBP1c por insulina está suprimida. Esto sugiere que la 
insulina podría inducir SREBP1c aumentando la actividad de LXRα, 
posiblemente a través de la generación de algún ligando endógeno193. 
Además, se ha demostrado que la insulina aumenta la expresión de LXR al 
menos a nivel transcripcional194. Sin embargo, la inducción de SREBP1c 
por una dieta rica en carbohidratos no se modifica en esos ratones por lo que 
la implicación de la vía LXR está aún poco clarificada191. 
Los ácidos grasos poliinsaturados disminuyen la expresión de SREBP1c a 
nivel transcripcional posiblemente antagonizando la regulación por LXR195 
y como se describirá posteriormente a través de la desestabilización de su 
ARNm. Por el contrario los ácidos grasos saturados aumentan 
específicamente la expresión de SREBP1c en hígado de ratones196. 
El papel de la glucosa en la regulación de SREBP1c ha sido muy discutido y 
parece depender del modelo de estudio. Mientras la glucosa podría inducir 
la expresión de SREBP1c en células H2-35 derivadas de hepatocitos197, en 
miotubos198 y en hígado de ratones diabéticos tratados con STZ199, este 
efecto no se ha observado en ratas diabéticas tratadas con STZ199 ni en 
cultivo primario de hepatocitos de rata170,177,200. 
Los andrógenos201,202 y la progesterona203 también ejercen un efecto en la 
inducción de SREBP1c lo que podría justificar la inducción de genes 
lipogénicos en líneas celulares tumorales. 
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Por último, la transcripción de SREBP1c es suprimida por AMPK204 lo que 
podría justificar la disminución en la expresión de FAS, un conocido gen 
diana de SREBP1c, en hepatocitos de rata tras una activación prolongada de 
AMPK205. 
Respecto al promotor de SREBP1a, sólo se ha demostrado que está regulado 
principalmente a través de elementos Sp1206. La transcripción de SREBP2 
es inducida por la disminución de los niveles de esteroles, sugiriendo que la 
transcripción de SREBP2 podría estar mediada por mecanismos de feedback 
positivo, en el que la forma madura se une a los elementos SRE de su propio 
promotor e induce su expresión207. Para SREBP1a esto sólo se ha 
demostrado en células en cultivo, pero no en hígado in vivo172. 
 
1.5-2.2. Procesamiento: SREBP-SCAP-INSIG 
 
1.5-2.2.1. Descripción del mecanismo 
 
Los factores SREBP son sintetizados como una forma precursora inactiva 
anclada a la membrana del RE y a la membrana nuclear. Esta forma 
precursora interacciona a través de su dominio carboxiterminal con la 
proteína SCAP (SREBP cleavage-activating protein), otra proteína de 
membrana del RE. SCAP consta de 1276 aminoácidos208 distribuidos en dos 
dominios209: un dominio aminoterminal de 703 aa, constituido por ocho 
hélices transmembrana hidrófobas unidas por bucles hidrofílicos que se 
proyectan a cada lado de la membrana, y el dominio carboxiterminal 
citosólico de 546 aa que interacciona con SREBP a través de una repetición 
de cinco copias del motivo triptófano-aspartato característico de la familia 
WD210. Las hélices 2-6 constituyen el dominio sensor de esteroles (SSD; 
sterol-sensing domain)208,209. 
En presencia de esteroles, el complejo SCAP-SREBP interacciona con 
proteínas de la familia INSIG y es retenido en el RE. Ante una disminución 
de los niveles de esteroles, SCAP sufre un cambio conformacional que le 
libera de su unión con las proteínas INSIG, de forma que SCAP y SREBP 
migran al complejo de golgi a través de vesículas (recubiertas de proteínas 
COP-II). Estas vesículas también contienen una serina-proteasa inactiva de 
la familia subtilisina (Site-1 protease; SP1). Una vez incorporadas en la 
membrana de golgi, la proteasa SP1 se activa211 y corta SREBP en el medio 
de su bucle hidrófilo lumenal. Tras este corte, SP2, una metaloproteasa 
transmembrana dependiente de zinc, que posiblemente reside en golgi de 
forma constitutiva, vuelve a cortar a SREBP en la región intramembrana del 
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lado citoplasmático212,213. Este proceso denominado “RIP” (regulated 
intermembrane proteolysis) libera la región aminoterminal (68 kDa) 
denominada "forma madura" que en su región bHLH contiene una novedosa 
señal de localización nuclear que interacciona directamente con importina, 
permitiendo su transporte al núcleo214-217. Una vez en el núcleo, SREBP 
puede unirse a “cajas E” (5´- CANNTG-3´) como todos los factores bHLH 
y además a secuencias SRE (sterol-response elements; 5´-
TCACCCCCCAC-3´) debido a la sustitución de una arginina muy 
conservada en la familia bHLH en su dominio básico, por una tirosina218. 
Además, los SREBPs pueden unirse al elemento “SRE” que puede contener 
una repetición directa o en tándem de la secuencia de reconocimiento219 y 
nunca a secuencias palindrómicas, a las que se unen específicamente los 
otros bHLH167,220.  
 
La acción de los SREBPs inducirá entre otros, los genes implicados en la 
síntesis y captación de colesterol, restituyendo los niveles de esteroles. Esto 
induce un cambio conformacional en SCAP que facilita su unión a las 
proteínas INSIG1 o 2. Esta interacción retiene al complejo SCAP/SREBP en 
el RE, impidiendo la unión de proteínas COP-II a SCAP, la incorporación 
del complejo SREBP/SCAP a las vesículas de transporte y su procesamiento 
en el complejo de golgi. De esta forma provocará una reducción en la 
transcripción de sus genes diana167 estableciendo una regulación “feedback” 
de la síntesis de colesterol (figura 7). 
 
La actividad de SP2 no es regulada directamente por los niveles de 
oxysteroles (o colesterol), ya que este enzima no puede actuar a menos que 
SP1 haya actuado previamente separando la región bHLH-ZIP de SREBP 
de la región COOH-terminal reguladora. Esta regulación RIP no es 
específica de SREBP, sino que también interviene en el procesamiento de 
otras proteínas transmembrana como péptido β amiloide, APP, o Notch221. 
Tras este proceso, SCAP es reciclado nuevamente hacia el RE, donde 
“escoltará” a una nueva molécula “inmadura” de SREBP, mientras que la 
forma madura de SREBP es rápidamente degradada tras realizar su acción.  
 


































































Figura 7: Representación esquemática del procesamiento de las proteínas SREBP. A.- 
Procesamiento general de la familia SREBP en respuesta a la disminución de los niveles de 
esteroles intracelulares. B.- Procesamiento de la isoforma SREBP1c en hígado de ratón. 
SP1: Site-1 protease. S2P: Site-2 protease. 
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A diferencia de SREBP1a y SREBP2, el procesamiento dependiente de la 
fluctuación en los niveles de esteroles no parece regular SREBP1c in vivo, 
sino que el procesamiento de esta isoforma está regulado por cambios 
nutricionales222 inducidos por insulina223 y metabolitos de la glucosa, como 
glucosa-6 fosfato224 e inhibidos por factores como TNFα o los PUFAs225. 
Numerosos trabajos han sugerido que los niveles de INSIG1 e INSIG2 son 
responsables de la regulación diferencial del procesamiento de SREBP1c y 
2 por insulina y esteroles, modulando coordinadamente la retención de 
SCAP/SREBP en RE o su transporte hacia el complejo de golgi, aunque el 




1.5-2.2.2. Proteínas INSIG 
 
Esta familia está compuesta por dos miembros: INSIG1 producido por un 
gen situado en la región q36.3 del cromosoma 7 humano, e INSIG2 
codificado por un gen situado en la región 2q14.1 del cromosoma 2 
humano226-228. 
Las proteínas INSIG1 e INSIG2 humanas constan de 277 y 225 
aminoácidos respectivamente que forman seis hélices transmembrana 
extraordinariamente hidrófobas separadas por pequeños bucles hidrófilos229. 
Sólo las pequeñas regiones amino y carboxiterminales están expuestas al 
citosol. Las regiones transmembrana de INSIG1 y 2 tienen una homología 
del 85%; en cambio, la región aminoterminal de INSIG2 es 50 aminoácidos 
más corta que la de INSIG1, lo cual podría justificar su distinta afinidad por 
SCAP y por tanto su distinta capacidad para retener los complejos de 
SCAP-SREBP en el RE. 
 
En ratón se han identificado dos isoformas de INSIG2 (2a y 2b), producidas 
por el mismo gen a través del uso de distintos promotores. Los transcritos 
INSIG2a e INSIG2b difieren en su primer exón no codificante, por lo que la 
proteína que codifican es idéntica. La mayor diferencia entre ellos es su 
distribución tisular ya que la isoforma INSIG2a se expresa principalmente 
en el hígado, mientras que INSIG2b es ubicuo y se expresa a bajos niveles 
en el hígado. La existencia de estas dos isoformas de INSIG2 sólo ha sido 
descrita en ratones aunque se ha sugerido su posible existencia en 
humanos228. 
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Parece que las principales diferencias entre las isoformas de INSIG están en 
la regulación de su expresión227. Mientras INSIG1 en estrictamente inducido 
por SREBP230-232, INSIG2 se expresa a bajos niveles pero de manera 
constitutiva y no parece ser regulado por SREBP227. En hígado de ratón la 
isoforma INSIG2a es inducida por LXRα e inhibida por insulina223.  
En estado de ayuno, los niveles de insulina circulantes son bajos por lo que 
los niveles de expresión de SREBP1c en el hígado, y por tanto de INSIG1, 
serán bajos. En cambio los niveles de INSIG2 (principalmente debidos al 
mensajero INSIG2a) serán altos. Tras la ingesta, la insulina ejerce un efecto 
agudo induciendo el procesamiento de la forma madura de SREBP1c 
mediado a través de la vía PI3K223. El mecanismo molecular de la inducción 
del procesamiento por insulina no se conoce, pero podría deberse a un 
rápido cambio conformacional que interfiera en la interacción 
SCAP/INSIG2 o a la degradación de alguna proteína implicada en esta 
regulación.  
Además de este efecto agudo, la insulina disminuye la expresión de 
INSIG2a en el hígado de ratones mientras que induce INSIG1 a través de 
SREBP1c228, sugiriendo que este recambio promueve específicamente la 
maduración de la forma SREBP1c tras una exposición prolongada a 
insulina.  
De esta forma, la insulina promueve tanto la expresión de SREBP1c como 
su procesamiento y liberación de la forma madura. En cambio la vía LXRα 
induce la expresión de SREBP1c y de INSIG2a en el hígado lo cual 
paradójicamente impediría el procesamiento de SREBP1c. Esta aparente 
contradicción sugiere que INSIG2a constituye un mecanismo de seguridad 
para evitar la estimulación de la lipogénesis mediada por LXRα a través de 
SREBP1c en periodos de hipoglucemia. La necesidad de insulina para 
inducir el procesamiento de SREBP1c a corto y largo plazo asegura que la 
lipogénesis ocurrirá sólo en situaciones de glucemia elevada. 
La inducción de la forma precursora de SREBP1c por LXRα tal vez sirva 
para permitir una rápida respuesta metabólica a la insulina ante la 
fluctuación en el aporte energético diario. 
En otros tejidos, el procesamiento específico de SREBP1c no está tan 
estudiado pero se ha sugerido que en tejido adiposo también es inducido por 
insulina180. 
Estudios de dosis génica de INSIG1 demuestran que sólo en una estrecha 
ventana en la relación estequiométrica entre INSIG1/SCAP el sistema 
responde a la regulación por esteroles. Cuando SCAP está en exceso molar 
en relación a INSIG1 el procesamiento de SREBP es insensible a esteroles. 
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Con un amplio exceso de INSIG1, SREBP es retenido en el RE incluso en 
ausencia de esteroles; por el contrario, incluso elevados niveles de INSIG2 
requieren de la presencia de esteroles para retener el complejo 
SCAP/SREBP en el RE227. 
Concretamente en referencia al procesamiento de la isoforma SREBP1c, la 
sobreexpresión de INSIG1233,234 o de INSIG2234 en hígado de roedores 
suprime tanto el procesamiento agudo como a largo plazo mediado por 
insulina. En estos ratones no se observa un aumento de la forma madura de 
SREBP1c ni de genes lipogénicos en respuesta a insulina. 
Este complejo mecanismo de regulación sugiere que variaciones en los 
niveles de INSIG, SCAP o SREBP, podrían causar un desajuste en estos 
circuitos homeostáticos alterando la estrecha ventana en la que el 
procesamiento de SREBP es regulado por cambios en el estatus nutricional 
y por estímulos hormonales, y de este modo condicionar el desarrollo de 
patologías como DM2, obesidad o dislipemias. 
 
1.5-2.3. Modificación postraduccional y degradación de SREBP  
 
La actividad transcripcional de SREBP y su degradación están reguladas por 
modificaciones covalentes o por interacciones con otras proteínas.  
La primera evidencia indicando que SREBP está modificado 
postraduccionalmente fue la demostración de que la insulina aumentaba la 
actividad transcripcional de la forma madura de SREBP1c sobreexpresada 
en la línea adipocitaria 3T3-L1174. 
Otros estudios posteriores demostraban que la insulina también aumentaba 
la actividad de SREBP2 y SREBP1a a través de la ruta MAPK y que este 
efecto podría estar mediado por la fosforilación de los residuos Ser117 en 
SREBP1a235 y Ser432 y Ser455 en SREBP2236. 
Aunque el residuo Ser117 de SREBP1a también está presente en la isoforma 
1c, no se ha demostrado que esta isoforma sea fosforilada a través de esta 
ruta puesto que los inhibidores de la ruta MAPK no antagonizan el efecto de 
la insulina en los genes diana de SREBP1c en cultivo primario de 
hepatocitos de rata237,238. 
También se ha sugerido que PKB es capaz de fosforilar in vitro a la forma 
madura de SREBP1c, y que la fosforilación por insulina y PKB podría 
aumentar su actividad transcripcional en cultivo primario de hepatocitos239. 
En el núcleo, las formas maduras de SREBP son modificadas por 
ubiquitinación y rápidamente degradadas por el proteasoma 26S240,241, 
considerándose este proceso uno de los mecanismos más importantes en la 
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regulación de la actividad de estas proteínas. De hecho, en presencia de 
inhibidores del proteasoma como ALLN (N-Acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO) o 
lactacistina, los SREBPs son estabilizados aumentando la expresión de sus 
genes diana. 
También se ha demostrado que al menos en parte, SREBP es ubiquitinado y 
degradado como consecuencia de su actividad transcripcional242. La 
ubiquitinación de SREBP1 está regulada por una fosforilación mediada por 
GSK-3 en los residuos Thr426 y Ser430, lo que permite a la ubiquitina 
ligasa SCFFbw7 unirse a SREBP1 aumentando su ubiquitinación y 
degradación243. Más recientemente se ha descrito que la actividad de 
SREBP1 está regulada por fosforilación durante el ciclo celular, sugiriendo 
que SREBP1 puede coordinar la síntesis lipídica, la proliferación y el 
crecimiento celular244.  
SREBP2 y SREBP1 también son modificados por SUMO-1 (small 
ubiquitin-related modifier) en uno y dos residuos respectivamente. Esta 
modificación no afecta a la ubiquitinación ni a la estabilidad, sino que 
reprime su actividad transcripcional245. 
Por último, la interacción de SREBP1a y SREBP2 con el coactivador 
transcripcional p300 provoca la acetilación de los SREBPs en residuos de 
lisina y su estabilización246, al disminuir la ubiquitinación. En el caso de 
SREBP1a la acetilación se ha descrito en el residuo Lys333 situado en su 
dominio de unión a ADN. 
Por tanto estas modificaciones postraduccionales constituyen otro nivel de 
regulación de los SREBPs, modulando su unión a ADN, su interacción con 
otras proteínas, y su estabilización/degradación. 
 
1.5-2.4. Interacciones proteína-proteína de SREBP 
 
Además de homo y heterodimerizar, los factores SREBPs necesitan 
interaccionar con otros factores de transcripción como SP-1, NF-Y o 
CREBP (AMPc response element binding protein) para ejercer su actividad 
transcripcional correctamente247-251. 
 
Parece que los genes con elementos “SRE” en su promotor responden a 
distintas combinaciones de estos factores de transcripción. Una vez que el 
complejo estable se ha formado, otros elementos coactivadores de la 
transcripción como CBP (CREB binding protein)252,253, ARC (activated 
recruited cofactor)254, DRIC (vitamin D receptor interacting protein)254, 
PGC1β (peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator-
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1beta)196 o factores asociados a TBP (TATA box-binding protein) deben ser 
incorporados para iniciar la transcripción. Por otro lado, para la actividad 
transcripcional completa de SREBP es necesaria la acetilación de histonas255 
aunque esto no se ha demostrado para SREBP1c, lo cual podría justificar su 
menor actividad transcripcional respecto a SREBP1a y SREBP2.  
 
Otra proteína que interacciona con SREBP1c y puede modificar su actividad 
transcripcional es Twist2, un factor expresado en tejido adiposo e hígado256 
y cuya sobreexpresión disminuye la actividad transcripcional de SREBP1c 
inhibiendo su unión a sus promotores diana. 
En sentido contrario, la interacción de SREBP1 con la proteína HMGB1 
(high mobility group protein-B1) aumenta su unión a ADN y en ensayos 
luciferasa aumenta su actividad transcripcional en cultivos celulares257. 
 
1.5-2.5. Estabilidad del mensajero 
 
SREBP1 también es regulado postranscripcionalmente a través de la 
desestabilización de su ARNm, siendo uno de los mecanismos por los que 
los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) disminuyen su expresión. Los 
PUFA (n-6) y (n-3) presentes en la dieta disminuyen los niveles de 
triglicéridos en sangre y la deposición lipídica intramuscular, mejorando la 
sensibilidad a la insulina y aumentando la utilización de glucosa extra 
hepática258,259. Se ha descrito que parte de este efecto es debido a una 
disminución en la expresión de genes lipogénicos ocasionada por una 
desestabilización del mensajero de SREBP1c. En cultivo primario de 
hepatocitos de rata, el tratamiento con ácidos grasos 20:4(n-6) o 20:5(n-3) 
conjugados a albúmina reduce la vida media del mensajero de SREBP1 en 
un 50%, efecto mucho más marcado para la isoforma 1c. Aunque el 
mecanismo de acción de los PUFA a este nivel no es conocido, se ha 
sugerido que podrían actuar a través del elemento de desestabilización rico 
en A-U presente en el 3´UTR de SREBP1260. Un mecanismo similar se ha 
sugerido en la regulación por PUFA de otros factores de transcripción 
implicados en el metabolismo glucolipídico como la proteína de unión al 
elemento de respuesta a carbohidratos, ChREBP (carbohydrate-response 
element binding protein)261. 
 
1.5-3. Actividad de los factores SREBP 
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La familia SREBP en conjunto controla el metabolismo lipídico regulando 
genes implicados en las rutas de síntesis y captación de colesterol, síntesis 
de ácidos grasos, triglicéridos y fosfolípidos, y genes que controlan el 
metabolismo glucídico.  
Los lípidos además de servir como fuente de energía, forman parte de las 
membranas celulares, y son precursores de moléculas como hormonas 
esteroideas, vitaminas, ácidos biliares o eicosanoides que participan en 
numerosos procesos biológicos tan relevantes como el control del ciclo 
celular, procesos inflamatorios o rutas de transducción de señal. Por este 
motivo existe un creciente interés por conocer la función específica de cada 
isoforma de SREBP en estos procesos.  
Aunque la sobreexpresión in vitro de las isoformas SREBP1a y 2 es capaz 
de inducir la expresión de todos los genes “diana” de la familia SREBP, la 
generación de ratones transgénicos que sobreexpresan sólo una de las tres 
isoformas ha permitido determinar las funciones específicas de cada una de 
ellas. 





En mamíferos, el hígado es el órgano más activo en la síntesis lipídica. 
Además de colesterol, el hígado sintetiza grandes cantidades de ácidos 
grasos no sólo para sus propias membranas, sino también para exportarlos a 
otros tejidos en lipoproteínas. Los SREBPs participan en ambos procesos169. 
SREBP2 regula la expresión de la mayoría de genes implicados en la 
síntesis y captación de colesterol como la 3-hydroxy-3-methylglutaryl 
coenzima A (HMGCoA) reductasa o el receptor de las lipoproteínas de baja 
densidad (LDLr)173,262. 
En el hígado, la isoforma SREBP1c participa en la inducción transcripcional 
por insulina de glucoquinasa, que es necesaria para la utilización hepática de 
glucosa181,263. En el modelo de ratas diabéticas tratadas con STZ la 
sobreexpresión en hígado de la forma madura de SREBP1c mediante 
vectores adenovirales mimetiza el efecto de la insulina sobre genes como 
glucoquinasa o genes lipogénicos como ácido graso sintasa (FAS)177,264. 
Paralelamente, SREBP1c induce genes imprescindibles para la síntesis, 
elongación y desaturación de ácidos grasos265-267, así como para su 
incorporación a la síntesis de fosfolípidos268 y triglicéridos como la glicerol-
3-fosfato aciltransferasa269 (figura 8). 




La fluctuación en los niveles de insulina en la transición del estado de ayuno 
a la ingesta provoca que el hígado adapte su metabolismo de 
gluconeogénesis/cetogénesis a glucólisis/lipogénesis. El descubrimiento de 
que la insulina aumenta la expresión de SREBP1c fue la primera evidencia 
de que este factor podría participar en estos procesos metabólicos178,181. 
Posteriormente se observó que ratones transgénicos que sobreexpresaban 
SREBP1c no eran capaces de suprimir la lipogénesis en respuesta al ayuno 
y que ratones en los que se eliminaba SREBP1c sufrían una importante 
reducción en la respuesta lipogénica a la transición ayuno/ingesta. Esta 
respuesta era prácticamente eliminada si se suprimían las dos isoformas de 
SREBP1166,270. Curiosamente en estos ratones se observaba un aumento en 
la expresión de SREBP2 que compensaba en parte la carencia de SREBP1 
en la inducción del programa lipogénico. 
El factor LXRα induce la expresión de diversos genes implicados en el 
tráfico y aclaramiento de colesterol271 así como de genes implicados en la 
lipogénesis hepática191,272 ejerciendo este efecto directamente o 
indirectamente a través de la inducción de SREBP1c. Los oxysteroles, 
derivados hidroxilados del colesterol, actúan como ligandos de LXRα de 
forma que ante un aumento en la tasa de síntesis de colesterol, la activación 
de LXRα aumentará paralelamente la síntesis de ácidos grasos, como el 
oleato, necesarios para la formación de ésteres de colesterol, que neutralizan 
la concentración de colesterol libre que podría precipitar en forma de 
cristales164. Debido a este efecto, se considera a LXRα como un sensor de 
los niveles de colesterol.  
La participación de SREBP1c en la síntesis de colesterol es minoritaria, 
pero interviene en la captación de LDLc regulando directamente la 
expresión del receptor de LDL273 e indirectamente a través de la inducción 
de PCSK9 una proteasa implicada en la degradación del propio receptor274. 
Por último y no por ello menos importante, los SREBPs activan genes como 
ATP citrato liasa, enzima málico, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 6-
fosfogluconato deshidrogenasa, implicados en la generación de NADPH que 
es necesario para la síntesis de ácidos grasos y colesterol.  
Por su parte, la isoforma SREBP1a es mucho más activa 
transcripcionalmente que la isoforma 1c, y aunque su expresión in vivo en 
hígado es muy minoritaria, parece que es capaz de activar todos los genes 
regulados por SREBP1c y SREBP2. 
 










































































Figura 8: Descripción de las rutas metabólicas inducidas por las proteínas SREBP1c y 
SREBP2 en hígado. En naranja se muestran los procesos inducidos predominantemente 
por SREBP1c, en azul los procesos inducidos predominantemente por SREBP2 y en verde 
los inducidos por ambos. 
 
 
1.5-3.2. Tejido adiposo 
 
El Dr. Bruce M. Spiegelman en la Universidad de Harvard (Boston, EEUU) 
demostró que la forma madura del factor SREBP1, también llamado ADD-1 
(adipocyte differentiation and determination factor-1) desempeña un papel 
en la diferenciación y en la expresión génica en adipocitos de rata a través 
de la producción de ligandos endógenos para PPARγ275 y/o induciendo la 
propia transcripción de este factor276.  
SREBP1c es el tránscrito predominante en el tejido adiposo de ratón y 
humano, excediendo al de SREBP1a en dos o tres veces. Por el contrario, la 
expresión de SREBP2 en este tejido es muy baja172. 
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Recientemente se ha demostrado que SREBP1c regula directamente la 
expresión de GLUT-4 en tejido adiposo durante la transición ayuno/ingesta 
o en ratas diabéticas por STZ tratadas con insulina277.  
SREBP1c también se ha implicado en la inducción directa o indirecta de 
genes específicos de tejido adiposo como la proteína de unión a ácidos 
grasos aP2 (fatty acid-binding protein aP2), adipsina y lipoproteina lipasa275 
y de otros enzimas necesarios para la lipogénesis adipocitaria como glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa, ATP-citrato liasa, acetil coenzima A carboxilasa, 
ácido graso sintasa, y glicerol 3-fosfato acil transferasa. También participa 
en la expresión en el tejido adiposo del receptor de LDL o de la 
leptina174,278. 
La disrupción específica de SREBP1a y 1c en ratón es compensada en el 
hígado por un marcado aumento en SREBP2 pero no en adipocitos279. 
La sobreexpresión selectiva de SREBP1a en tejido adiposo, utilizando el 
promotor aP2, aumenta la tasa de síntesis de ácidos grasos en el tejido 
adiposo, desencadenando una hipertrofia adipocitaria, un aumento del flujo 
de ácidos grasos hacia el hígado y esteatosis hepática280. 
Sorprendentemente, la sobreexpresión de SREBP1c (ADD1) en tejido 
adiposo inhibe la diferenciación adipocitaria resultando en un síndrome 
lipodistrófico con pérdida de tejido adiposo y aumento de la deposición 
grasa en el hígado probablemente debido a una desviación de ácidos grasos 
libres hacia este órgano y al estado de hiperinsulinemia que favorecería la 
lipogénesis de novo hepática280. 
No obstante, aunque los modelos animales y celulares utilizados ofrezcan 
resultados contradictorios, está ampliamente aceptado que SREBP1c juega 
un papel fundamental en la lipogénesis y en la diferenciación del tejido 
adiposo. 
 
1.5-3.3. Músculo esquelético 
 
A diferencia de otros tejidos con elevados niveles de expresión de 
SREBP1c, el músculo no es un tejido altamente lipogénico. No obstante, 
existen depósitos de triglicéridos que varían en distintas condiciones 
fisiopatológicas281-286 como por ejemplo el entrenamiento físico, que 
conlleva un aumento de la expresión de SREBP1c y de la síntesis de 
triglicéridos287. Por otro lado, una desregulación en el metabolismo lipídico 
muscular con disminución en la oxidación de ácidos grasos y elevación en 
la deposición lipídica se ha asociado con la resistencia a insulina en DM2 y 
obesidad. Se ha descrito que SREBP1 podría participar en este fenómeno 
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aumentando la expresión de genes como la ácido graso sintasa (FAS) y 
citrato liasa198,288. A pesar de estas evidencias, la regulación y actividad de 
SREBP1c en músculo está mucho menos estudiada que en hígado o tejido 
adiposo.  
 
1.5-3.4. Tejido endotelial vascular 
 
El tejido endotelial vascular interviene activamente en la vasodilatación a 
través de efectos combinados de moléculas como el óxido nítrico, el factor 
hiperpolarizante derivado del endotelio-2 (endothelial-derived 
hyperpolarizing factor-2) y la prostaciclina I 2 (PGI2; prostaglandin I 2), 
sintetizada en este tejido por la COX-2 (ciclooxigenasa-2, forma inducible 
de la ciclooxigenasa)289,290. 
Los niveles de colesterol regulan de forma dosis dependiente la expresión de 
COX-2 en el endotelio vascular a través de la familia SREBP. Una 
disminución de los niveles de colesterol provoca la activación de SREBP 
induciendo COX-2 y la síntesis de PGI2. Por tanto COX-2 es el primer gen 
vascular encontrado sin un claro papel en el metabolismo lipídico que es 
transactivado por SREBP, y sugiere que los elevados niveles de LDLc 
además de ser un importante factor de riesgo para la enfermedad 
cardiovascular291 también están asociados con un deterioro en la capacidad 
de vasodilatación endotelial a través de una disminución en la producción de 
PGI2 asociada al bloqueo de la ruta SREBP292. 
Por otro lado, en lesiones ateroscleróticas y otros lugares con signos de 
inflamación crónica, es frecuente la aparición de lípidos oxidados como Ox-
PAPC (Oxidized-1- palmitoyl-2- arachidonyl -sn- glycero-3- 
phosphorylcholine) que activa a las células endoteliales para sintetizar 
factores quimiotácticos como IL-8 (interleukin-8). El óxido nítrico generado 
por la oxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) en combinación con el radical 
superóxido parecen activar a SREBP que a su vez es el mediador en la 
activación de IL-8293-295.  
Aunque se conoce poco de estos mecanismos de activación de SREBP en el 
endotelio vascular, se ha postulado que podría implicar la formación de 
especies reactivas como superóxido (O2-), óxido nítrico (NO) y peroxinitrito 
(ONOO-), que podrían inducir la activación de proteasas vía nitrosilación de 
residuos de cisteina o tirosina296,297 o alterar la integridad de las membranas 
celulares por fenómenos de peroxidación lipídica favoreciendo la depleción 
del colesterol celular y la activación general de los SREBP298. 
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El descubrimiento de estas nuevas rutas de activación abre un nuevo campo 
de estudio en el papel de SREBP en la homeostasis vascular y en procesos 
inflamatorios mediados por óxido nítrico. 
Además trabajos recientes sugieren que IL-8 es capaz a su vez de estimular 
la activación de SREBP1 y SREBP2 de forma específica, lo cual podría 
tener una función específica en procesos de angiogénesis293. 
 
1.5-3.5. Sistema nervioso 
 
La mielinización del sistema nervioso periférico por las células de Schwann 
implica la activación de un variado número de genes que coordinan la 
formación de la vaina alrededor de los axones299. Entre ellos están los 
factores SREBP1 y 2, que inducen la expresión de genes necesarios para la 
síntesis de los lípidos y colesterol requeridos para este proceso. 
Recientemente se ha demostrado que los factores Egr2/Krox20 (early 
growth response 2), claves en el proceso de mielinización de nervios 
periféricos, actúan sinérgicamente con SREBP en esta inducción300.  
La formación de la vaina de mielina es crítica para la conducción rápida de 
las señales nerviosas en neuronas motoras y sensitivas. La disrupción del 
proceso de mielinización provoca neuropatías periféricas como la 





SREBP1c está implicado en la activación por LXRβ de la expresión del gen 
de la insulina303 y en su secreción en células INS-1, procedentes de 
insulinoma de rata. Por tanto, la expresión de SREBP1c en condiciones 
normales podría participar en la secreción de insulina in vivo. No obstante, 
un creciente número de trabajos sugieren que la sobreexpresión anómala de 
SREBP1 podría provocar un deterioro funcional de la célula β. Se ha 
demostrado que SREBP1c puede alterar la señalización de insulina, 
inhibiendo IRS-2, el mayor mediador de señal de insulina en células β304. 
De hecho la sobreexpresión de SREBP1c en células β bajo el promotor de 
insulina se ha utilizado en ratones transgénicos como modelo de 
lipotoxicidad por generación de ácidos grasos endógenos. Estos ratones 
presentan disminución en la secreción de insulina in vivo debida a la 
depleción de ATP causada por un aumento de la lipogénesis y por una 
inducción directa de UCP2. También presentan pérdida de masa de las 
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células β posiblemente debida a la supresión de IRS-2 y PDX-1304. En 
células INS-1 e islotes pancreáticos de rata se ha demostrado que los 
fenómenos de glucolipotoxicidad generan un estrés en el retículo 
endoplásmico de la célula β que provoca la activación de SREBP1 y 
secundariamente la acumulación lipídica, disminución de la secreción de 
insulina estimulada por glucosa, apoptosis y disminución en la expresión de 
genes como IRS-2, Bclx1 o Pdx1305. 
Además, SREBP1c tiene un efecto directo induciendo la granufilina, un 
componente crucial de la maquinaria de ensamblaje de las vesículas que 
contienen insulina a la membrana plasmática de las células β pancreáticas y 
de su exocitosis. Recientemente se ha demostrado expresando granufilina en 
islotes mediante vectores adenovirales o en ratones transgénicos que 
sobreexpresan SREBP1c específicamente en células β, que una estimulación 
de esta ruta disminuye la secreción de insulina estimulada por potasio 
(KSIS). La disminución o la supresión de los niveles de SREBP1c o de 
granufilina restituían la KSIS. Por tanto independientemente de su 
implicación en fenómenos de β lipotoxicidad, SREBP1c podría participar 
directamente en la alteración en la secreción de insulina306. La activación de 
SREBP1c disminuye la expresión de otros componentes de la maquinaria 
secretora de insulina, como syntaxina-1a o Munc18-1 aunque estos 
fenómenos están peor caracterizados306. 
La disminución en la secreción de insulina estimulada por glucosa (GSIS) 
característica de la DM2 es debida a la disminución en el ratio ATP/ADP 
debido al deterioro en el metabolismo de glucosa y a la disminución en la 
producción de insulina en células β307. En modelos de DM2 también pueden 
existir alteraciones en la fase de secreción de insulina a través del deterioro 
en la secreción de insulina estimulada por potasio (KSIS). SREBP1c podría 
estar implicado en ambos fenómenos ya que un excesivo aumento en su 
expresión puede contribuir a alteraciones en la producción de ATP 
conduciendo a un deterioro en la GSIS, y a su vez a un aumento en la 
expresión de granufilina, conduciendo a una atenuación en la KSIS. 
Aunque todavía se necesitan más estudios para conocer su verdadera 
función en la homeostasis β pancreática, parece claro que SREBP1c es un 
factor importante en el control de la expresión y secreción de insulina, así 
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1.5-4. Implicaciones fisiopatológicas del factor SREBP1 
 
Los datos de la expresión de SREBP1 in vivo en individuos con cuadros de 
resistencia a la insulina son complejos. 
La acumulación de lípidos intrahepáticos es una característica común a 
muchos individuos con obesidad y/o resistencia a la insulina. Aunque por 
limitaciones obvias no se dispone de datos suficientes respecto a la 
expresión de SREBP1c en hígado humano, la expresión del mensajero de 
SREBP1c está aumentada308,309 en modelos de ratones ob/ob, obesos, 
resistentes a insulina e hiperinsulinémicos. Esto inevitablemente plantea una 
paradoja ya que en estos ratones existe una profunda resistencia a la insulina 
en hígado en relación con la inhibición de la producción de glucosa; en 
cambio la insulina continúa activando la expresión de SREBP1c. Esto 
podría explicarse por el hecho de que en la ruta de señalización de la 
insulina, la transcripción de SREBP1c es dependiente de IRS-1, cuya 
expresión no está disminuida en este modelo; en cambio, IRS-2 cuya 
expresión si está disminuida, es el mediador de los efectos de la insulina 
sobre la producción de glucosa. Por tanto la elevación de SREBP1c aumenta 
la expresión de genes lipogénicos, la síntesis de ácidos grasos y acelera la 
acumulación de triglicéridos308,309. También se ha descrito que SREBP1c 
puede ejercer una acción reprimiendo específicamente la transcripción de 
IRS-2 provocando una mayor inhibición de la vía PI3K en el hígado310 
característica de los estados de resistencia a la insulina.  
El estado de resistencia a insulina también favorece la producción de VLDL 
ya que en condiciones normales, la insulina ejerce un efecto inhibitorio 
agudo sobre el gen MTP (microsomal triglyceride transfer protein), el 
enzima que cataliza el empaquetamiento de los triglicéridos y las proteínas 
apoB100 en la formación de las VLDL311-313. 
La producción de VLDL por el hígado está regulada principalmente a nivel 
de disponibilidad de ácidos grasos314, mayoritariamente ácidos grasos libres 
plasmáticos, que previamente serán esterificados y almacenados como 
triglicéridos citoplasmáticos. Además existen otras fuentes de ácidos grasos 
para la producción de VLDL que son la lipogénesis de novo y la lipólisis 
intracelular de lipoproteínas captadas por el hígado315-318. 
La hiperinsulinemia crónica y la ingestión de carbohidratos estimula la 
lipogénesis de novo a través de la inducción por SREBP1c de enzimas como 
acetil-coA-carboxilasa (ACC) en el hígado. A pesar de la disminución en la 
señalización de la insulina a través de IRS-2, la hiperinsulinemia 
compensatoria continúa activando SREBP1c a través de IRS-1, y por tanto 
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aumenta la disponibilidad de triglicéridos para la formación y secreción de 
VLDL. 
La contribución de los ácidos grasos sintetizados de novo a la fracción de 
ácidos grasos de las VLDL es minoritaria. No obstante la lipogénesis es un 
importante marcador de la reesterificación de ácidos grasos versus su 
oxidación319 y existe una importante correlación entre la lipogénesis de novo 
y la secreción de VLDL320. La elevación de malonil-coA, que es el producto 
de la ACC, el enzima que cataliza el paso limitante en la lipogénesis 
hepática, inhibe la actividad CPT-1 provocando una desviación de los 
ácidos grasos de las rutas oxidativas y su entrada a la ruta de 
reesterificación321,322. 
Por tanto una sobreexpresión de SREBP1c se asociaría con la inducción de 
la lipogénesis hepática, una disminución en la oxidación de ácidos grasos y 
la producción de partículas VLDL ricas en triglicéridos, que favorecería el 
aumento de riesgo aterogénico y la acumulación de lípidos intrahepáticos, 
características de estados de resistencia a la insulina 
 
Respecto al tejido adiposo, la expresión de SREBP1c está disminuida en 
obesos respecto a controles no obesos, y más disminuida en obesos 
diabéticos179,180. Estos trabajos corroboran la demostración de que en tejido 
adiposo de ratones ob/ob y de obesos con progresión hacia diabetes, la 
expresión de SREBP1c también está disminuida323,324. Esta disminución en 
la expresión de SREBP1c se ha justificado comúnmente por la resistencia a 
la insulina. De hecho, la pérdida de peso en pacientes obesos se ha asociado 
con un aumento en la sensibilidad a la insulina y consecuentemente con un 
aumento en la expresión de SREBP1c en tejido adiposo179,180,325-327. Además 
el factor TNFα liberado por el tejido adiposo de obesos y que se ha 
relacionado con la resistencia a la insulina asociada a obesidad, bloquea la 
inducción provocada por insulina en la expresión y procesamiento de 
SREBP1c en tejido adiposo 180. Posiblemente este efecto se deba al bloqueo 
de la ruta de señalización de insulina provocado por TNFα, aunque otros 
grupos sugieren que la apoptosis inducida por este factor en hepatocitos 
podría favorecer el procesamiento de SREBP1328. 
 
En músculo esquelético, la expresión de SREBP1c está ligeramente 
disminuida en pacientes con DM2 pero no en obesos179,180. Por tanto, las 
rutas por las que la insulina estimula la expresión de SREBP1 podrían ser 
distintas en adipocitos y en células del tejido muscular esquelético179,180,325-
327,329. 
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Los estados de resistencia a insulina se caracterizan por un bloqueo de la 
ruta PI3K. No obstante, la hiperinsulinemia compensatoria puede continuar 
activando otras rutas de señalización como MAPK. Esto justificaría la 
disminución en la expresión de SREBP1 y en la deposición lipídica en 
adipocitos de pacientes con DM2 donde la expresión de SREBP1c está 
mediada por la ruta PI3K, y favorecería la expresión de SREBP1 y el 
depósito de ácidos grasos en tejidos en los que la inducción de este factor 
por insulina está mediada por la ruta MAPK como el músculo esquelético. 
De hecho, como se ha comentado previamente, en músculo esquelético los 
niveles de SREBP1 no están tan drásticamente disminuidos en estados de 
resistencia a la insulina179. 
 
En resumen, la expresión de SREBP1c en estados de resistencia a insulina 
tiende a estar alterada en distintos sentidos en función del tejido (tejido 
adiposo, músculo o hígado). El mecanismo molecular de este hecho no está 
del todo esclarecido pero podría deberse a diferencias en la sensibilidad de 
cada tejido al efecto de la resistencia a la insulina sobre la expresión de 
SREBP1c o podría existir un mecanismo de regulación por insulina distinto 
en cada tejido. 
Este mecanismo reforzaría la idea de que la hiperinsulinemia compensatoria 
sostenida no es simplemente un marcador de resistencia a la insulina sino 
que puede tener efectos directos creando un círculo vicioso que deteriore la 
homeostasis glucolipídica. SREBP1c parece desempeñar un papel en la 
divergencia entre procesos mediados por insulina. 
 
1.5-5. Estudios genéticos previos de la ruta INSIG / SCAP / 
SREBP1 
 
Estudios genéticos previos demuestran la contribución de los SREBPs al 
desarrollo de patologías metabólicas. Estudios de rastreo genómico han 
relacionado la región 17p11, que incluye el locus del gen SREBF1330, con 
concentraciones de leptina en plasma en familias obesas americanas331 y con 
alteraciones en IMC en un análisis combinado en cuatro grupos étnicos332. 
Un meta-análisis realizado en cuatro rastreos genómicos en europeos 
demostró una asociación entre la región 17p11.2 y q22 con DM2333.  
En el estudio de Vedie y colaboradores334, se observó que la variante -
36delG en la región 5´UTR1a de SREBF1 estaba asociada con un perfil 
lipídico aterogénico en hombres con elevado riesgo cardiovascular. Esta 
misma variante parecía influir en la respuesta del perfil lipídico de pacientes 
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(mayoritariamente varones) tratados con fluvastatina335. En un estudio 
similar se demostró que los portadores del alelo-G en la variante 2386G>A 
situada en la región carboxiterminal de SCAP, presentaban un mayor 
descenso en los niveles de colesterol total y triglicéridos en respuesta al 
tratamiento con simvastatina, mientras que la variante -36delG en la región 
5´UTR1a de SREBF1 parecía no tener influencia, en un estudio realizado 
mayoritariamente en mujeres336. 
Otro estudio en pacientes infectados con VIH-1 demostró que los portadores 
del alelo C para la variante rs2297508 en el exón 18c del gen SREBF1 
tenían mayor riesgo de desarrollar hiperlipoproteinemia en respuesta a la 
terapia antiretroviral (HAART)337. 
Más recientemente mediante estudios de asociación y caso-control338 
realizados en población francesa se demostró que esta misma variante 
rs2297508 estaba asociada con obesidad en dos grupos independientes de 
pacientes (odds ratio = 1.5 [1.17–2.00]; P=0.006 y P= 0.02 
respectivamente). Esta variante también se asoció con un aumento del riesgo 
de desarrollar DM2, y al igual que las variantes -36delG y -150G>A en la 
región 5´UTR1a de SREBF1 con una hipertrigliceridemia en varones 
obesos338. 
Paralelamente el grupo del Dr. Stephen O´Rahilly en la Universidad de 
Cambridge describió que un frecuente polimorfismo (rs11868035) 
localizado en la región intrónica situada entre los exones 18c y 19c de 
SREBF1 estaba asociado con el riesgo de desarrollar DM2 en varones pero 
no en mujeres (odds ratio = 1.42 [1.11–1.82], P = 0.005), y con niveles de 
colesterol plasmático339. Posteriormente, este mismo grupo confirmó la 
asociación de dicha variante así como de otras variantes intrónicas con 
DM2340. 
Por tanto la dislipemia asociada a SREBF1 parece desarrollarse en 
determinados contextos fisio-patológicos, sugiriendo que para su expresión 
fenotípica son necesarias interacciones gen-gen y/o gen-ambiente. 
Aunque todavía no existen datos respecto a la implicación de variantes del 
gen INSIG2 en patologías metabólicas humanas, la región cromosómica en 
la que se encuentra dicho gen ha sido asociada con obesidad341,342. Además 
estudios genéticos en ratones identifican a INSIG2 como gen candidato de 
susceptibilidad para la alteración en los niveles de colesterol, ácidos grasos 
















































Nuestra hipótesis se basa en que variantes en el factor SREBF1 o en genes 
que lo regulan, como INSIG2 podrían provocar una alteración en la 
actividad de SREBP1. Esta actividad anómala de SREBP1 podría estar 
asociada a un incremento en enfermedades metabólicas como la DM2 tanto 
por una ganancia como por una pérdida de función. Una ganancia de 
función provocaría una aumento en la síntesis y acumulación de lípidos en 
distintos tejidos como el hígado, páncreas o músculo, fenómeno que ha sido 
implicado en el desarrollo de resistencia a la insulina mediante diversos 
mecanismos como competición por sustrato, antagonismo con la 
señalización de insulina o lipotoxicidad 344. 
Por otro lado, considerando a SREBP1c como un factor de transcripción 
clave en las acciones genómicas de la insulina en el metabolismo de los 
carbohidratos y los lípidos, una pérdida de función podría provocar un 
estado de resistencia a la insulina, por una deficiente expansión del tejido 
adiposo y por una disminución en la inducción hepática de glucoquinasa o 
de genes lipogénicos. 
Por todo ello consideramos a SREBF1 y a los genes implicados en su 
regulación, como INSIG2, interesantes candidatos que podrían condicionar 
la susceptibilidad a patologías metabólicas como la DM2.  
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Crear una genoteca de pacientes diabéticos tipo 2, pacientes con obesidad 
mórbida, pacientes con síndrome metabólico, controles sanos e individuos 
de población general valenciana. 
 
Objetivo2 
Realizar un rastreo molecular del gen SREBF1 para investigar la posible 
existencia de mutaciones y/o polimorfismos en pacientes con diabetes tipo 
2, estudiando las posibles características clínicas de los pacientes portadores 
de las mismas para establecer una correlación fenotipo/genotipo, así como 
su asociación con el riesgo de DM2. 
 
Objetivo3 
Estudiar la asociación entre variantes frecuentes del gen INSIG2 y el riesgo 
de diabetes tipo 2, así como la correlación fenotipo/genotipo en los 
portadores de dichas variantes. 
 
Objetivo 4 
Investigar en distintos modelos experimentales si alguna de las mutaciones 
identificadas en SREBF1 y en la región promotora de INSIG2 modifica 
funcionalmente a dichos genes. En caso afirmativo, elucidar el mecanismo 
molecular por el que se produce esta modificación. 
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4.1- PACIENTES Y CONTROLES 
 
4.1-1. Grupos de población estudiados 
 
En este estudio se analizaron muestras de: (i) diabéticos tipo 2 no 
emparentados, de edad inferior a 79 años y glucemia en ayuno ≥7.0mM 
(126mg/dl); (ii) individuos con obesidad mórbida (IMC>40Kg/m2); (iii) 
pacientes diagnosticados como “Síndrome metabólico” según el criterio del 
NCEP:ATP III (National Cholesterol Education Program´s Adult Treatment 
Panel III)345 basado en la manifestación de tres o más de estas 
características: elevación en la glucémia basal (GB≥110mg/dl), hipertensión 
arterial (HTA≥130/85mmHg), niveles altos de triglicéridos (TG≥150mg/dl), 
disminución en el colesterol-HDL (HDL-c<40mg/dl en hombres y 
<50mg/dl en mujeres), obesidad central valorada en función del perímetro 
de la cintura (≥102cm en hombres y en mujeres ≥88cm); (iv) controles no 
diabéticos no insulino-resistentes y (v) muestras de población general 
valenciana cedidas por el Centro de Transfusiones de la Generalitat 
Valenciana  
La extracción de muestras de sangre de pacientes y controles no diabéticos 
así como su diagnóstico se realizó en el Servicio de Endocrinología del 
Hospital Dr. Peset (Valencia). El estudio fue aprobado por el comité de ética 
de dicho hospital. Tanto los pacientes como los controles incluidos en el 
estudio dieron su consentimiento informado. 
Las determinaciones bioquímicas y hormonales se realizaron tras el ayuno 
nocturno e incluyeron: glucosa basal, insulina basal, resistencia a insulina 
(índice HOMA), hemoglobina glicosilada (HbA1c) y perfil lipídico 
(colesterol total, HDLc, LDLc, VLDL y triglicéridos). En el estudio también 
se determinó el peso corporal, la altura, el índice cintura/cadera y la presión 
arterial. 
 
4.1-2. Obtención ADN genómico 
 
El ADN genómico se obtuvo a partir de 5ml de sangre completa recogida en 
EDTA. Para su obtención primero se realizó una centrifugación a 465g 
(2000rpm) durante 20min a temperatura ambiente y con fuerza de 
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desaceleración mínima. La parte superior, correspondiente al suero, se 
eliminó y la interfase que contenía las células blancas se colocó en un tubo 
de 50ml en el cual se continuó la purificación.  
Las glóbulos rojos fueron lisados añadiendo 30mL de solución de lisis (SL) 
compuesta por 0,9% NaCl y 0,1% nonidet P-40, agitando fuertemente 
durante 2min hasta disgregar la masa celular. Tras esta agitación inicial se 
incubó 5min a temperatura ambiente y se agitó nuevamente durante 1min. 
Las muestras se centrifugaron durante 40min a 1500g a temperatura 
ambiente con fuerza de desaceleración intermedia. El sobrenadante se 
eliminó por decantación y el precipitado se lavó en 30ml de SL mediante 
una agitación enérgica durante 2min tras lo cual se centrifugó nuevamente. 
Después se realizó otro lavado en idénticas condiciones. 
El precipitado de células blancas obtenido se lisó vorteando enérgicamente 
durante 1min. Tras la lisis se añadió 0,8mg de proteinasa K en 3,5ml de 
solución NLB (400mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH 8,2 y 0,2%SDS) y se 
incubó 18h a 37ºC. 
Tras esto, se añadió 0,4mg de proteinasa K y se incubó a 50ºC durante 1h 
30min. Posteriormente se dejó enfriar a temperatura ambiente y se añadió 
1270µl de acetato amónico 7,5M a 4ºC para precipitar las proteínas. Tras 
una incubación de 10min a 4ºC se centrifugó 60min a 4000rpm a 4ºC con 
baja fuerza de desaceleración.  
El sobrenadante se decantó en un tubo de 50ml limpio donde se precipitó el 
ADN añadiendo 2,5 volúmenes de etanol absoluto a -20ºC (generalmente 
12,5ml de etanol a 5ml de sobrenadante). 
El ADN precipitado se recuperó mediante una pipeta de vidrio con la punta 
doblada a la llama, se lavó con etanol al 70% y se dejó secar al aire. 
Una vez seco, el ADN se disolvió por volteo a 4ºC durante 24-48 horas en 
1ml de tampón TE (10mM Tris-HCl pH 8,0, 1mM EDTA pH 8,0) 
 
4.2- ESTUDIO DEL GEN SREBF1 
 
4.2-1. Amplificación del gen SREBF1 mediante PCR  
 
El gen SREBF1 se amplificó a partir de ADN genómico utilizando 
oligonucleótidos específicos diseñados mediante el programa Primer 
Express V 2.0 (Applied Biosystems Foster City, CA. EEUU), de acuerdo 
con las secuencias publicadas previamente330 para incluir las secuencias 
codificantes y las regiones de unión intrón-exón (tabla 3). 
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Exón Amplicon Oligo directo Oligo reverso 
1c 1 TCAACGGCTTCAAAAATCCG GAGGCATTGTATAAAGGGCTGG 
2 1 CCTCACTCACGCACCCTCTT AATGGAGTGGGTGCAGGC 
 2 CCTGCACCCACTCCATTGA GTCCCCTCCCGCCACA 
3 1 GCAGCCCCATGCTTTATTTCT GCTTGGCTGTAAGCTGTGTGTCT 
4 1 TTACAGCCAAGCCTCTCCCA CTTATGCCCTGCCCACGT 
5 1 CACATGCCCACCTGGTAACA TGCAGGCCTCTCCACACC 
6 1 CCACACCGTGCAGCTGAATA GAGGTGGAGCAAGGCTAGAGAAG 
7 1 TGTTCCTTTCGGCCCACA CAGGGCCCAACCTTGCT 
8 1 ACCCCACCAGGCAAAGC CCGGTCCCACCTCTGCT 
9 1 AGCTTTCCCTCTGTCCATAGATG GGAACAAGGGTTGACACCCA 
10 1 GCTGCTCTGACCTCACTTTTCTC TGAGGTTCCAGAGGAGGCTACA 
 2 GTAGCCTCCTCTGGAACCTCATC CCACGCTCAGTCCTACCCAT 
11 1 TGCCTGTGCTCCACCCA CCCAACCCACTCACTGTCAGA 
12 1 CAGCGCTTCTTCCTGAGCAG AAGAGAGCACCTGGGTTCCC 
13 1 TCTCCACAGTGGACCCCCT ACTTACTTGTCCCCATCAGCTGA 
14 1 TAGGACCCCTGCCATCTGTT GGAGCTGAGAAGGGAGCCA 
15 1 TCCCTCTTCTGCAGGCGTA AGGAACCTGCCGTGCACT 
16 1 ACTGGTCTGACTGGCACTCTTCT TCACCTTGTCAATGGAGCTGC 
17 1 CAGGCCGTGCAGCTGTT CACTCACCCTCCGCATGG 
18 1 TGTCTTCAGCTGATGGATGTGC CTAACAAACAAACATCGGGAAGAG 
19c 1 GCTGTGTCAACCCTTAGGCG GAGGAGGCTTCTTTGCTGTGA 
 2 CTGCCGCCACACTGGAG GAGTAAAAAACAGTCATTGCATTCAGA
 
Tabla 3: Secuencias de los oligonucleótidos utilizados para el rastreo molecular del 
gen SREBF1 mediante SSCP 
 
 
Las reacciones de amplificación por PCR consistieron en una 
desnaturalización inicial de 10min a 95ºC seguida de cuarenta ciclos de 15 
seg a 95ºC y 1min a 60ºC. Las reacciones se realizaron en un volumen final 
de 25µl conteniendo 750mM Tris-HCl (pH = 9), 2mM MgCl2, 50mM KCl, 
200mM (NH4)2SO2, 0,001% BSA, 0,2mM dNTPs, 300nM de cada 
oligonucleótido, 1U Netzyme® ADN polimerasa y 50ng de ADN genómico.  
Los distintos productos de PCR se analizaron mediante la técnica SSCP 
(single-strand conformation polymorphism). 
 
4.2-2. Rastreo molecular del gen SREBF1 mediante SSCP 
 
Esta técnica se basa en el hecho de que si se desnaturaliza el ADN 
amplificado por PCR y se deja renaturalizar mientras se realiza una 
electroforesis, además de la banda correspondiente a la doble cadena, se 
obtendrán bandas correspondientes a las distintas conformaciones 
secundarias de las cadenas sencillas, que variarán en función de la secuencia 
y longitud de dichas cadenas. Si dicha longitud es adecuada (150-250pb) un 
cambio en una única base puede alterar la conformación secundaria de las 
cadenas simples y por tanto su migración (figura 9). De este modo, al hacer 
                                                                                                      Material y métodos 
 
 82 
una tinción con nitrato de plata podrán ser visualizadas las bandas 
resultantes de esas conformaciones alteradas. 
Los productos de PCR fueron diluidos diez veces en el tampón de 
desnaturalización de SSCP (95% formamida, 0.025% azul de bromofenol y 
0,025% xylene cyanol), y desnaturalizados 10 minutos a 95ºC. Esta 
desnaturalización es seguida de un rápido enfriamiento en hielo. Alícuotas 
de cada reacción fueron cargadas en un gel no desnaturalizante de 
arcrilamida al 12% (acrilamida N-N´-bisacrilamida 29:1). Para la 
identificación del mayor número posible de polimorfismos se utilizaron 
distintas condiciones de electroforesis (con o sin 5% de glicerol, migración 
a 21ºC o a 4ºC). La electroforesis se realizó en tampón TBE1x a 800V/ 
0,35mA/ 028W durante 12h. Tras la electroforesis las distintas bandas se 
visualizaron mediante revelado por tinción de plata que se realizó siguiendo 
los siguientes pasos: (1) Se fijó el gel 10 minutos en etanol al 10% y se lavó 
con agua destilada (2) Se incubó durante 3min en ácido nítrico al 65% para 
realizar la oxidación y se lavó con agua destilada (3) Posteriormente se 
incubó con 12mM (2,02g/L) de nitrato de plata durante 20min (4) Tras este 
paso se eliminó la plata y se lavó con agua destilada dos veces. (5) 
Posteriormente se añadió el revelador [29,6g/l Na2CO3 y 540µl/l 
formaldehído] agitando rápidamente y eliminando el revelador (6) Una vez 
eliminado el revelador oscurecido se añadió revelador nuevo agitando 
suavemente hasta la visualización de las bandas (7) Como último paso, la 
reacción se detuvo incubando con ácido acético no glacial al 10% durante 5 
minutos. 
Los productos que presentaban un patrón de migración alterado se 
secuenciaron en la unidad de secuenciación del Instituto de Biomedicina de 
Valencia (IBV-CSIC) mediante el método descrito por Sanger y 
colaboradores346 con el kit v2.0 BigDye terminator cycle sequencing y un 
secuenciador ABIPrism 3100 (Applied Biosystems Foster City, CA. EEUU) 
con los mismos oligonucleótidos utilizados en la reacción de PCR. 
 
En el caso de las variantes encontradas en la región 3´UTR de la isoforma 
SREBP1c se aislaron clones para su secuenciación. Esto se debió a que las 
variantes 3´UTR+208delCC y 3´UTR+334delTTT presentan una elevada 
heterozigosidad y se encontraban en un alto desequilibrio de ligamiento, de 
forma que al secuenciar directamente, la señal del alelo normal y 
delecionado se superponían, dificultando su interpretación. 







































en gel de acrilamida
ADN de doble cadena 
(Producto de PCR)
Cada hebra simple 
adopta una 
conformación en 
función de su secuencia
 
Figura 9: Esquema de la técnica SSCP. La secuencia a estudiar (150-250pb) se amplifica 
por PCR y el ADN de doble cadena (dsADN) obtenido es desnaturalizado. La 
conformación adoptada por las cadenas simples dependerá de las interacciones entre bases 
de la misma cadena, por lo que probablemente una alteración en la secuencia modificará 
suficientemente el ratio tamaño/carga como para ser distinguida en una electroforesis a 
través de una matriz retardante.  
 
 
Para evitarlo, se clonaron los productos de PCR de las muestras que 
presentaban patrones de migración anómalos por SSCP en el vector 
pGEMTEasy (Promega, Madison, WI. EEUU). La ligación resultante se 
transformó mediante electroporación en E.coli DH5α electrocompetentes 
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que se sembraron en placas de LB-ampicilina. Distintas colonias 
individuales fueron crecidas en minicultivos de 4ml de LB-ampicilina. Los 
plásmidos amplificados por cada clon se purificaron mediante minipreps 
(Marligen Biosciences) y se secuenciaron como se ha descrito previamente. 
 
4.2-3. Nomenclatura de las mutaciones y polimorfismos 
 
Todas las mutaciones y polimorfismos se han descrito siguiendo la 
nomenclatura recomendada en [http://www.hgvs.org/mutnomen]347. Cuando 
se ha considerado necesario en el texto se ha utilizado una nomenclatura 
adicional de dichas variantes que facilite la interpretación de los resultados. 
Como referencia se utilizó la secuencia NM_004176.3, correspondiente al 
ADNc de SREBP1 depositada en GeneBank. 
 
4.2-4. Genotipado de SNPs y deleciones en SREBF1 
 
Los SNPs del gen SREBF1 seleccionados para el estudio de asociación se 
genotiparon mediante la técnica de minisecuenciación o SnapShot. 
Brevemente, la técnica consiste en una primera amplificación de un 
fragmento de PCR que incluye el SNP de interés y una posterior reacción de 
secuenciación donde se utiliza un oligonucleótido como cebador que queda 
exactamente en la posición anterior al SNP. La minisecuenciación consiste 
en la incorporación de un único ddNTP que porta un marcador fluorescente. 
Es por ello que la purificación del producto de PCR es un paso importante 
para evitar la contaminación con dNTPs en la reacción de 
minisecuenciación, que alargaría la reacción unas pocas bases más allá de la 
posición problema haciendo imposible la detección del SNP por el 
programa de análisis.  
El sistema está ideado para la detección simultánea de diferentes SNPs en 
cada muestra. Así, tanto la amplificación de los diferentes productos de PCR 
como la propia reacción de minisecuenciación son de tipo multiplex (en 
ambos casos se amplifican una serie de productos diferentes en la misma 
reacción).  
La detección y análisis de la minisecuenciación se basa en los diferentes 
tamaños de los productos correspondientes a cada SNP que se introducen 
gracias a diferencias en el tamaño de las colas con las que se sintetizan los 
oligonucleótidos de la reacción.  
El ADN genómico se amplificó por multiplex PCR (Qiagen® multiplex PCR 
kit, Qiagen®) de forma que se amplificaran específicamente los fragmentos 
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correspondientes a todos los polimorfismos estudiados en SREBF1. Los 
oligonucleótidos se diseñaron mediante el programa Primer3 software 
Release 1.0b (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) 
para (1) amplificar cada SNP independientemente, (2) amplificar una 
secuencia suficientemente amplia alrededor de cada SNP para permitir la 
reacción de minisecuenciación y (3) que los distintos fragmentos tuvieran 
tamaños distinguibles en un gel de agarosa. Los oligonucleótidos utilizados 
se muestran en la tabla 4. 
 
































Tabla 4: Oligonucleótidos empleados en la PCR multiplex y en la minisecuenciación 
para el genotipado de las variantes presentes en el gen SREBF1.  
 
 
Los productos de PCR fueron digeridos con 0,1 unidad de Exonuclease I y 
1unidad de Shrimp alkaline phosphatase (USB corporation, Cleveland, 
EEUU) para eliminar todos los dNTPs y primers. 2µl de los productos de 
PCR no fluorescente purificados se utilizaron como molde para las 
reacciones de miniscuenciación mediante el sistema SNaPshot® Multiplex–
Kit (Applied Biosytems Foster City, CA, EEUU; 
www.appliedbiosystems.com/) en un termociclador GeneAmp® PCR 9700 
(Applied Biosystems). Los productos resultantes se analizaron en un sistema 
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ABI3730 ADN analyzer (Applied Biosystems) mediante el programa 
GeneMapper 3.5 software (Applied Biosystems).  
Los resultados se confirmaron por secuenciación directa del producto de 
PCR en un 10% de las muestras. 
 
Las variantes 5´UTR1a-36delG, IVS1–11delTCC, 3´UTR1c+208delCC y 
3´UTR1c+334delTTT, en las que hay deleciones de uno o más nucleótidos, 
se genotiparon mediante análisis del tamaño de fragmentos de PCR en un 
sistema de electroforesis capilar. Brevemente, la técnica consiste en la 
amplificación de un fragmento de PCR que incluye el polimorfismo de 
repetición problema y en el que uno de los dos cebadores lleva incorporado 
un marcador fluorescente. En función del número de repeticiones del 
polimorfismo en cuestión, o de la presencia de deleción o inserción, el 
tamaño del fragmento de PCR variará entre muestras.  
Esta técnica se utiliza para la detección simultánea de varios polimorfismos 
en cada muestra, con lo que la amplificación de los productos de PCR se 
realiza mediante PCR multiplex. En este caso, se utilizan cuatro marcadores 
fluorescentes (FAM, NED, VIC y PET) con distinta emisión para 
diferenciar los distintos polimorfismos. Esta técnica permite, variando los 
tamaños de los productos de PCR y combinando las marcas fluorescentes, la 
detección de un elevado número de polimorfismos en una misma muestra. 
Para genotipar las deleciones identificadas en el gen SREBF1 se comenzó 
realizando una PCR multiplex en las condiciones descritas para los SNPs 
pero realizando una extensión final de 30 min para evitar diferencias en la 
longitud de los fragmentos debidas a la incorporación final de nucleótidos 
de adenosina.  
 
1µl de una dilución 1:4 del producto de PCR resultante y 0,04µl de patrón 
de tamaños de fragmentos (G500LIZ, Applied Biosystems) se diluyeron en 
4,5µl de formamida y se analizaron en un secuenciador ABI3730 ADN 
analyzer system (Applied Biosystems) de 48 capilares. El análisis se realizó 
por medio del programa GeneMaper v3.5 (Applied Biosystems). 
 
Los oligonucleótidos utilizados en la PCR multiplex fueron diseñados con el 
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VARIANTE OLIGONUCLEÓTIDO Producto (pb) 
SREBP1_36DEL_G-5 CTGAGGCCAGGGCAGGA 164 
SREBP1_36DEL_G-3(6FAM) AAAGCCGCCTCGCTGAAG  
SREBP1_364DEL_3T-5 TTTTCCAAAACAATCGTTGTATCTTT 127 
SREBP1_364DEL_3T-3(NED) CTGAAGATTGTGTGTATCGAGCTG  
SREBP1_238DEL_2C-5(VIC) GGGGAGGTTTCCTGTTCTGTG 100 
SREBP1_238DEL_2C-3 CCAGGCTTTAGGTTGGGGAAT  
SREBP1_ivs1DEL_TCC-5 TGTATGTCCGGGAACACCAG 229 
SREBP1_ivs1DEL_TCC-3(PET) GTCAAATAGGCCAGGGAAGTCAC  
 
Tabla 5: Oligonucleótidos utilizados en el análisis de fragmentos para el genotipado de 




4.2-5. Análisis informático 
 
Las variantes encontradas en las regiones 5´UTR y 3´UTR del gen SREBF1 
se analizaron mediante el programa RNAstructure version 4.3. 
Las secuenciación de ADN se representó utilizando el programa Chromas 
versión 1.45 y la identidad de las secuencias se confirmó utilizando las 
secuencias SREBP1a (NM_004176.3) y SREBP1c (AK091131.1), 
depositadas en las bases de datos del GeneBank. 
La variantes próximas a las regiones de unión intrón-exón pueden tener un 
efecto sobre la expresión del mensajero a través de la creación o eliminación 
de sitios donadores o aceptores de splicing. Para predecir el efecto de las 
variantes encontradas sobre el procesamiento del ARNm se utilizó el 
programa NetGene2 (Center for Biological Sequence Analysis. The 
Technical University of Denmark)348,349. 
Para el estudio de posibles sitios de fosforilación en SREBP1 se utilizaron 
los programas NetPhosK 1.0 y NetPhos 2.0; para el estudio de posibles 
sitios de o-glicosilación se utilizó el programa de predicción YinOYang 1.2. 
El estudio de la conservación del residuo Thr202 en los homólogos de 
SREBP1 en distintas especies se realizó mediante el alineamiento con el 
programa Multialin (http://bioinfo.genopole- 
toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html)350. 
Los árboles genealógicos de las familias portadoras de la variante 
Thr202Met y de la variante 5´UTR -38G>A SREBP1c se representaron 
utilizando el programa Cyrillic 2. 
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Los estudios de asociación de variantes individuales y haplotipos 
identificados en los genes SREBF1 e INSIG2 se realizaron mediante el 
programa SNPstat, Pypop win32.0.6.0 y Haploview 
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/). El cálculo de potencia 
estadística del estudio genético se realizó utilizando el programa Genetic 
power calculator (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/gpc/cc2.html)351. El 
estudio de asociación de las variantes encontradas con los parámetros 
bioquímicos y antropométricos de la población estudiada se realizó 
mediante un modelo lineal univariante utilizando el programa SPSS 11.5. 
 
4.2-6. Clonación de SREBP1a y 1c humanos 
 
El ARN total se aisló a partir de 5ml de tejido adiposo humano mediante el 
reactivo TRIPURE (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) basado en la 
técnica descrita por P. Chomczynski y N. Sacchi352. La primera cadena de 
ADNc se sintetizó utilizando la MMLV Reverse Transcriptase ARNse H 
Minus, Point Mutant (Promega, Madison, WI. EEUU), y un oligonucleótido 
específico de la secuencia humana de SREBF1 (5´-
TGAGGTTCCAGAGGAGGCTACA-3´). Las formas “maduras” de SREBP1c 
(aa 1-403) y SREBP1a (aa 1-427) se clonaron por PCR (Figura 10), 
utilizando este ADNc como molde y los siguientes oligonucleótidos: (i) 
SREBP1c, oligonucleótido directo 5'-
GCGGCCGGTACCCGGAGCCATGGATTGCACTTTC-3', oligonucleótido 
reverso 5'-GCGGCCAAGCTTTCATGGGGTCAGTGTGTCCTCCAC-3'; (ii) 
SREBP1a, oligonucleótido directo 5'-CTGCGCCATGGACGAGCCAC-3', con 
el mismo oligonucleótido reverso utilizado para la isoforma 1c. Las 
condiciones de amplificación fueron las siguientes: 2 min a 95ºC, y 35 
ciclos de 30s a 95ºC, 30s a 58ºC y 90s a 72ºC, seguidos por 10min a 72ºC. 
Los productos de PCR fueron ligados en el vector pGEMTEasy (Promega, 
Madison, WI. EEUU), y posteriormente subclonados en el vector de 
expresión pcDNA3 (Invitrogen, Carlsbad, CA. EEUU). La especificidad de 
los productos fue confirmada por secuenciación. 
La mutagénesis dirigida se realizó utilizando el QuickChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA. EEUU). Esta técnica permite 
introducir una mutación puntual en un ADN bicatenario clonado en un 
plásmido realizando una PCR con unos largos cebadores complementarios 
entre si y que en mitad de su secuencia contienen la variante deseada. El 
producto de PCR es digerido con el enzima DpnI para eliminar la hebra 
parental metilada y no mutada. El producto de la digestión es purificado y 
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Como control negativo se utilizaron unas formas truncadas de SREBP (sin 
los aminoácidos 348-379 de SREBP1a y aminoácidos 324-355 de 
SREBP1c) que fueron generadas eliminando las secuencias 
correspondientes mediante digestión con la endonucleasa SmlI. Los 
plásmidos linealizados fueron religados con T4 ADN ligasa para generar las 
construcciones Mut-1a y Mut-1c (figura 10).  



















Pro197 348 379  
Figura 10: Representación esquemática de los dominios estructurales más 
importantes de SREBP1. La numeración de los aminoácidos se ha realizado respecto a la 
isoforma 1a que es la más larga ya que en su primer exón tiene 29 aa, mientras que el de la 
isoforma 1c sólo tiene 5 aa. Esta región ácida aminoterminal es el dominio de 
transactivación. Los aminoácidos 61-178 corresponden a la región rica en prolinas y 
serinas. Los aminoácidos 179-322 se han descrito como una región de “baja complejidad” 
que por el momento está mal caracterizada. Los residuos 323-394 corresponden a la región 
básica (323-336) hélice-bucle-hélice (337-374) cremallera de leucinas (373-394). Los 
residuos 1-427 de la isoforma 1a y 1-403 de la isoforma 1c corresponden a la región 
madura que se ha clonado en los distintos vectores de expresión. Las formas inactivas 
Mut1a y Mut1c utilizadas como controles negativos se obtuvieron eliminando los 
aminoácidos 348-379 y 324-355 respectivamente. 
 
4.2-7. Preparación de adenovirus recombinantes 
El sistema AdEasy fue generosamente proporcionado por Dr. Vogelstein 
(The Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, MD). Este 
sistema permite la introducción del gen de interés en el genoma adenoviral 
mediante recombinación homóloga en cepas BJ5183-AD-1 de E.coli y la 
selección de los clones positivos con kanamicina (figura 11). Los vectores 
adenovirales permiten la sobreexpresión de la proteína de interés en la 
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mayoría de células humanas, tanto replicativas como no, sin que la infección 
afecte generalmente a la viabilidad celular. Además el virus no se integra 
sino que permanece epicromosómico y por tanto no inactiva genes 
endógenos de la célula huésped. 
Las regiones codificantes correspondientes a las formas maduras de 
SREBP1c WT, Pro173Leu y Thr202Met se clonaron inicialmente en los 
sitios KpnI-HindIII del vector pAd Track-CMV. Este vector de transferencia 
codifica la proteína de fluorescencia verde (GFP) y el gen de interés 
mediante promotores CMV independientes permitiendo, una vez obtenido el 
adenovirus, el seguimiento de la infección mediante técnicas como 
microscopía de fluorescencia o citometría de flujo. 
Los plásmidos resultantes se linealizaron por digestión con PmeI y se 
transformaron en células E.coli BJ5183-AD-1 competentes (Stratagene) que 
ya contenían el plásmido pAdEasy-1. Este plásmido codifica la estructura 
principal del adenovirus (adenovirus-5 backbone) pero carece de las 
regiones E1 y E3, responsables de la replicación del virus y de la 
modulación de la respuesta inmune de las células infectadas 
respectivamente. La selección de los clones positivos puede realizarse en 
placas de LB-kanamicina debido a que los plásmidos pAd Track-CMV 
linearizados ofrecen una baja resistencia al antibiótico. La recombinación 
fue confirmada por análisis por restricción y PCR de los clones 
seleccionados. 
El ADN de los clones positivos es transformado en E.coli DH5α que poseen 
baja capacidad de recombinación homóloga. Los plásmidos recombinantes 
se linealizaron con PacI para exponer las regiones ITR (inverted terminal 
repeats) que actúan como origen de replicación y se transfectaron en células 
HEK293A que contienen los genes E1 virales permitiendo la replicación del 
adenovirus. Los virus se obtuvieron tras 7-10 días y posteriormente se 
reamplificaron realizando sucesivas infecciones en estas mismas células. 












polyA+Señal de encapsidación PacI
PmeI
Transfección en HEK293A
Cotransformación en E.coli BJ5183
 
Figura 11: Descripción esquemática del protocolo seguido para la preparación de 
vectores adenovirales. 
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Los adenovirus se obtuvieron tanto directamente del medio de cultivo 
celular como del extracto de las células HEK293A para lo cual se 
recogieron las células por centrifugación, se resuspendieron en PBS1x y se 
lisaron mediante tres ciclos de congelación en baño de hielo seco-etanol y 
descongelación en baño a 37ºC. Los restos celulares se eliminaron por 
centrifugación a 13000rpm durante 10 min. La titración de los extractos 
víricos obtenidos se realizó tanto por espectroscopía (OPU: optical particle 
unit) como por el método TCID50 (tissue culture infectious dose 50). La 
cuantificación espectroscópica se basa en valorar las OPU mediante la 
absorbancia a 260nm asumiendo que la cantidad de proteínas y ADN de los 
viriones lisados es proporcional a la concentración de partículas víricas 
(1OD=1,1x1012adenovirus) aunque no permite distinguir si son infectivas o 
no. El método TCID50 se basa en la determinación en cultivos de células 
HEK293A en placas de 96 pocillos de la cantidad de pocillos que presentan 
efectos citotóxicos al incubarlas con diluciones seriadas del extracto vírico.  
El genotipo de los adenovirus empaquetados se confirmó nuevamente por 
PCR. Para ello se digirieron 5µl de cada extracto vírico con 10µg de 
proteinasa K durante 1 hora a 55ºC. Posteriormente se inactivó la proteinasa 
K incubando 5min a 100ºC. La digestión se purificó con una columna de 
purificación de productos de PCR y se realizó la PCR y posterior 
secuenciación de la misma. En las distintas infecciones se utilizó como 
control el adenovirus Ad-LacZ que expresa β-galactosidasa y GFP bajo el 
control del promotor de citomegalovirus (CMV). 
4.2-8. Cultivo primario de hepatocitos de rata e infección con 
adenovirus 
 
Los hepatocitos se aislaron por el método tradicional de digestión con 
colagenasa. Para ello ratas wistar macho de 250 gramos de peso se 
anestesiaron con una inyección intraperitoneal de pentotal sódico (18mg 
pentotal / 100 gramos de peso). Tras la anestesia se inyectó en la vena 
femoral 0,5ml de heparina al 1% para evitar la coagulación sanguínea. El 
hígado se lavó mediante prefusión a 40ml/min con solución Hepes (20mM 
Hepes, 1mM KCl; 1mM MgSO4, 5mM fosfato potásico, 150mM NaCl y 
10mM glucosa a pH 7,4) a través de la vena porta. Para facilitar el drenaje, 
se abrió una salida provisional en la cava inferior por debajo de la 
desembocadura de las venas renales. Tras esto se digirió mediante prefusión 
con una solución de colagenasa A en hepes (60mg colagenasa A + 150µl 
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CaCl2 1M en 150ml de solución hepes). Los hepatocitos aislados en 40ml de 
solución hepes se centrifugaron 5min a 500rpm. El precipitado celular se 
lavó dos veces mediante suspensión en medio de cultivo y posterior 
centrifugación. Tras el último lavado se suspendieron los hepatocitos en 
medio de cultivo y se cuantificó la viabilidad celular mediante el ensayo de 
exclusión del azul tripán, siendo siempre superior al 85%.  
Los hepatocitos se sembraron a una densidad de 8 × 106 células por placa 
(placas de 100mm de diámetro) en medio DMEM 25mM glucosa, 
suplementado con 100 U/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina, 10% 
suero bovino fetal (FBS; Invitrogen, Carlsbad, CA. EEUU), 100 nM 
dexametasona, 10 nM insulina y 100 nM triiodotironina (T3) (Sigma 
Chemica Co, St. Louis, MO. EEUU). Tras la adhesión celular (4 horas) el 
medio fue sustituido por medio DMEM bajo en glucosa (5mM) libre de 
hormonas y suplementado con 2% FBS, glutamina y antibióticos.  
Para la infección con adenovirus, las células fueron cultivadas durante 16 
horas en medio DMEM bajo en glucosa, tras las cuales los hepatocitos 
fueron incubados durante 2h con adenovirus a una multiplicidad de 
infección (MOI) de 5. Tras esta incubación, el medio de infección fue 
sustituido por medio fresco.  
 
4.2-9. Cultivo celular y ensayo luciferasa para valorar la 
actividad de las proteínas SREBP1 silvestres y mutadas 
 
Células COS-7 procedentes de riñón de mono africano (Cercopithecus 
aethiops) se crecieron en medio DMEM 25mM glucosa, 100 U/ml 
penicilina, y 100 µg/ml estreptomicina suplementado con 10% FBS a 37ºC, 
con 5% CO2 y en una atmósfera humidificada. Las células fueron 
subclonadas semanalmente mediante tratamiento con 0,2-0,5M Tripsina-
EDTA. 
Las distintas construcciones se transfectaron en células COS-7 utilizando 
Lipofectamina plus (Invitrogen, Carlsbad, CA. EEUU) en presencia de 10% 
FBS. Los vectores de expresión para SREBP1c silvestre o Thr202Met (750 
ng) se transfectaron junto con 1500 ng de un vector reportero que contenía 
el promotor de la glucoquinasa hepática de rata controlando la expresión del 
gen de la luciferasa (pRGKL-1448) o el vector vacío (pGL3 basic), y 750 ng 
del vector pGFPN1 como control interno (BD Biosciences, San José, CA. 
EEUU). Para asegurar la especificidad de los resultados se utilizó como 
control el mismo vector reportero al que se le habían mutado los dos sitios 
“SRE” presentes en el promotor de la glucoquinasa hepática (pRGKL-
                                                                                                      Material y métodos 
 
 95
1448mab); ambos vectores reporteros fueron cedidos por el Dr. Ahn, Yonsei 
University College of Medicine, Korea) La actividad transcripcional fue 
cuantificada 24h tras la transfección utilizando el sistema luciferase reporter 
gene assay (Roche Diagnostics, Manheim, Germany) en un luminómetro 
Wallac 1420 VICTOR. La actividad luciferasa fue normalizada respecto a la 
fluorescencia de la GFP o respecto a la concentración de proteína 
determinada por Bradford.  
La técnica de la luciferasa permite determinar directamente en cultivos de 
células eucariotas la actividad de un promotor en respuesta a distintas 
condiciones experimentales (tratamientos farmacológicos, sobreexpresión 
de proteínas, etc). La firefly luciferasa es una proteína monomérica de 
61KDa proveniente de Photinus pyralis que no necesita modificaciones 
postraduccionales para ser catalíticamente activa y oxidar a la luciferina 
hasta oxiluciferina en una reacción bioluminiscente. La técnica se basa en 
cuantificar la expresión de la firefly luciferasa a través de la reacción de 
bioluminiscencia que esta cataliza (figura 12A). La reacción es lineal en un 
amplio rango de concentraciones, dentro del cual la cantidad de luz emitida 
será proporcional a la expresión de la firefly luciferasa. La actividad 
luciferasa puede normalizarse directamente respecto a la concentración total 
de proteína, aunque normalmente para corregir diferencias debidas a la 
eficiencia de la transfección se suele cotransfectar un plásmido control que 
exprese otra proteína cuya expresión no se vea condicionada por los 
tratamientos utilizados en el ensayo y que sean fácilmente cuantificables sin 
interferir con la reacción de la firefly luciferasa (Ej: GFP, β-galactosidasa o 
renilla luciferasa) 
La renilla luciferasa es una proteína monomérica de 36KDa proveniente de 
la Renilla reniformis que también cataliza una reacción luminiscente (figura 
12B) y que es muy diferente a la firefly luciferasa en cuanto a estructura y 
requerimientos de sustratos debido a su distinto origen evolutivo. Estas 
diferencias hacen posible discriminar eficazmente entre la señal de uno u 
otro enzima de forma que podemos medir la actividad firefly luciferasa y 
posteriormente bloquear dicha reacción y medir la actividad renilla 
luciferasa en el mismo tubo evitando la dispersión provocada por errores de 
pipeteo. 


















Figura 12: Reacciones bioluminiscentes catalizadas por la firefly luciferasa (A) y 
renilla luciferasa (B).  
 
 
4.2-10. Ensayos de retardo electroforético (EMSA) 
 
La técnica EMSA permite determinar la formación de complejos proteína-
ADN en una electroforesis no desnaturalizante en gel de acrilamida debido 
al retraso en la migración electroforética del complejo respecto a la sonda de 
ADN no unida a proteína. La incubación adicional de un anticuerpo 
específico de una proteína implicada en el complejo provocaría un mayor 
retraso en la migración, lo cual se conoce como supershift y permite 
demostrar la participación de dicha proteína en el complejo. La sonda de 
ADN se marca radiactivamente para permitir la visualización del resultado 
mediante una autorradiografía. Además, la incubación con un exceso molar 
de sonda sin marcar (sonda fría) permite identificar por competición cual de 
las bandas obtenidas corresponde a la unión específica a dicha secuencia. 
Las proteínas SREBP1c, Pro173Leu y Thr202Met así como SREBP1a 
silvestre, Pro197Leu y Thr226Met se sintetizaron in vitro utilizando 650 ng 
de los correspondientes vectores de expresión y un sistema de transcripción-
traducción in vitro basado en lisado de reticulocitos de conejo (TNT T7-
coupled reticulocyte lysate system; Promega, Madison, WI. EEUU). Las dos 
sondas utilizadas contenían los sitios SRE (5´-
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GATCCTGATCACCCCACTGAGGAG-3´) y “cajas E” (5´-
TCAGCCCATGTGGCGTGGCCGC-3´) del gen ácido graso sintasa (FAS). 
10pmol de estas sondas fueron marcadas con 32P γATP y T4 polinucleótido 
quinasa. Los nucleótidos no incorporados fueron eliminados utilizando una 
columna de sephadex G25. Las reacciones de unión a ADN se realizaron en 
un volumen final de 20µl formado por 10µl de tampón de binding 2x 
(Hepes 40mM pH 8; EDTA 0,2mM; ClNa 0,1M; DTT 2mM; 10% glicerol; 
10mM Cl2Mg) 1µl de polidIdC (1µg/µl), 1µl de sonda marcada 
(100.000cpm/µl) y cantidades crecientes de las proteínas sintetizadas in 
vitro (2,4 y 6 µl) y se incubaron 30min a 4ºC. Tras este tiempo se añadió a 
cada muestra 3,5µl de azul 5x (TBE 0,5x; glicerol 25%; xilene cyanole 
0,1%; azul de bromofenol 0,1%) y se cargó en el gel, migrando a 30V. Para 
los ensayos de competición y de supershift se realizó una preincubación de 
30min a 4ºC con un exceso molar de 50x de la sonda fría y 5µl del 
anticuerpo monoclonal anti-SREBP1 (sc-17755; Santa Cruz Biotechnology, 
CA, EEUU). Los complejos ADN-proteína formados se sometieron a una 
migración en un gel de poliacrilamida al 6% utilizando tampón TBE 0,5x y 
fueron posteriormente cuantificados utilizando un sistema de análisis 
FLA5000 (Fuji Photo Film, Düsseldorf, Alemania). 
 
4.2-11. Análisis proteico 
 
4.2-11.1. Ensayos  de Western-blot para los experimentos de actividad 
de SREBP1 
 
Células Chang liver, derivadas de hígado humano, fueron sembradas en 
placas de 6 pocillos. 24 horas después se transfectaron con 4 µg de los 
distintos vectores de expresión pcDNA-SREBP1 (silvestres o mutantes) o 
con el vector vacío pcDNA3, utilizando para ello Lipofectamina plus 
(Invitrogen, Carlsbad, CA. EEUU) durante 3h. Tras otras 6h o 9h, las 
células se recogieron por centrifugación y se resuspendieron en tampón de 
lisis [50mM Hepes (pH 7,5), 150mM NaCl, 1mM dithiothreitol, 0,1mM 
ortovanadato, 10mM beta-glicerofosfato, 2,5mM EGTA y 10% glicerol, 
suplementado con otros inhibidores de proteasas (CompleteTM Mini-
mixture. Roche Diagnostics, Manheim, Alemania)]. Posteriormente, las 
células fueron lisadas mediante tres ciclos de congelación en nitrógeno 
líquido y descongelación en baño a 37ºC, vorteando enérgicamente tras cada 
descongelación. Tras el último ciclo se centrifugó 10min a 13000rpm a 4ºC. 
El sobrenadante obtenido corresponde al extracto celular total. La 
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concentración de proteína en los lisados celulares se determinó por el 
método de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA., EEUU). El análisis proteico 
se realizó mediante western blot utilizando anticuerpos anti-SREBP1 (BD 
Biosciences Pharmingen. San Jose, CA. EEUU). Como control interno se 
analizaron las mismas membranas utilizando un anticuerpo anti-actina 
(Sigma Chemica Co, St. Louis, MO. EEUU). Los niveles de proteínas 
fueron cuantificados en un sistema LAS3000 (Fuji Photo Film, Düsseldorf, 
Germany) utilizando los programas Image Reader e Image gauge v4.0 (Fuji 
Photo Film, Düsseldorf, Alemania). Las determinaciones se realizaron con 
diferentes tiempos de exposición para asegurar la linealidad de la intensidad 
de las distintas bandas.  
 
4.2-11.2. Electroforesis bidimensional de SREBP1c silvestre y 
Thr202Met 
 
Para una mejor visualización de la diferencia en la migración electroforética 
de las proteínas SREBP1 silvestre y mutada, se realizó una migración 
bidimensional utilizando 30µg de extracto total de células HEK293 
infectadas con los adenovirus para sobreexpresar ambas proteínas. La 
primera dimensión se realizó con tiras ImmobilineTM dry strip pH 3-10, 7cm 
mediante un protocolo de hidratación activa. Posteriormente las tiras se 
equilibraron y se lavaron dos veces. Tras esto se realizó la electroforesis en 
la segunda dimensión utilizando un gel de acrilamida 12% y se continuó el 
western-blot como se ha descrito anteriormente. 
 
4.2-11.3. Purificación de SREBP1c WT y Thr202Met por 
cromatografía de afinidad 
 
El estudio se realizó para estudiar modificaciones postraduccionales en las 
proteínas SREBP1c silvestre y Thr202Met en células HEK293 provenientes 
de riñón de embrión humano. Para ello se sobreexpresaron dichas proteínas 
infectando 10 placas de 10cm2 de diámetro con células HEK293 a 80% de 
confluencia con los respectivos vectores de expresión adenovirales, así 
como con Ad-LacZ. 24 horas después de la infección se recogieron las 
células en PBS 1x y se centrifugaron 5 minutos a 2000rpm. El precipitado 
se resuspendió en 1600µl de tampón hipotónico [10mM Hepes pH 8; 10mM 
ClK; 150µM espermina; 750µM espermidina; 1mM EDTA; 1mM EGTA; 
1mM DTT; 500µM PMSF; 40µg/ml aprotinina; 4µg/ml leupeptina; 5mM 
FNa; 10mM Na2MoO4; 1mM Na3VO4; inhibidores proteasas complete mini 
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(Roche)] y se incubó 15min en hielo volteando cada 2min. Posteriormente 
se añadió 50µl de nonidet 10% y se vorteó enérgicamente durante 10seg, 
tras lo cual se centrifugó 30seg a 12000rpm a 4ºC. El precipitado se 
resuspendió en 280µl de tampón de congelación [20mM Hepes pH 8; 
400mM ClNa; 1mM EDTA; 1mM EGTA; 20% glicerol; 1mM DTT; 
500µM PMSF; 40µg/ml aprotinina; 4µg/ml leupeptina; 5mM FNa; 10mM 
Na2MoO4; 1mM Na3VO4; inhibidores proteasas complete mini (Roche)] y 
se vorteó enérgicamente 30 min a 4ºC. Tras este paso se centrifugó 5min a 
13000rpm 4ºC. El sobrenadante es el extracto nuclear en el que se valoró la 
concentración de proteínas por el método de Bradford. 
100µg del anticuerpo monoclonal anti-SREBP1 (BD Biosciences 
Pharmingen. San Jose, CA. EEUU) se acoplaron a 300µl de matriz NHS-
activated sepharoseTM 4 fast flow (Amersham) durante 3horas a temperatura 
ambiente en una solución de acoplamiento (200mM NaHCO3; 500mM NaCl 
pH 8,3). Tras este paso se realizó el bloqueo de la columna incubando 
durante 3 horas con solución de bloqueo (500mM Tris; 500mM NaCl pH 8). 
Tras esto se realizaron tres lavados alternando solución de bloqueo con 
solución de lavado (100mM acetato; 500mM NaCl pH 4), seguido de un 
lavado con 5ml de PBS 1x frío. 
Esta resina ya acoplada con el anticuerpo se incubó durante 16 horas a 4ºC 
en un volumen final de 1ml (ajustado con PBS 1x) con 2mg de extracto 
nuclear de células HEK293 infectadas con los adenovirus Ad-SREBP1c 
WT, Thr202Met o LacZ. 
Tras la incubación se empaquetó en una columna, recogiendo el eluyente 
como “no retenido”. Tras esto se lavó con 15 volúmenes de PBS 1x. 
Posteriormente se realizó la elución con 100mM citrato sódico pH 3,5, 
recogiendo 5 fracciones de 300µl sobre 30µl de tampón 1M TRIS pH 9,5.  
 
4.2-11.4. Degradación con cicloheximida 
 
Los estudios de degradación se realizaron tanto en células HEK293 en las 
que se sobreexpresaron las proteínas SREBP1c WT o Thr202Met mediante 
infección con adenovirus, como en células Chang liver en las que 
sobreexpresaron ambas proteínas mediante transfección, como se ha 
descrito anteriormente. 24 horas después de la infección o transfección se 
añadió 100µM cicloheximida (Sigma Chemica Co, St. Louis, MO. EEUU) y 
se congelaron las placas correspondientes a los distintos tiempos de 
incubación. La obtención de los extractos celulares y el análisis mediante 
western-blot se realizaron como se ha descrito anteriormente. 




4.2-11.5. Expresión y purificación de SREBP1 humano en células 
procariotas 
 
La región activa de las proteínas silvestre y Thr202Met de las isoformas 
SREBP1a y SREBP1c se subclonó en los sitios NcoI y NotI del vector 
pPRO EXHTa (Invitrogen), a partir de las construcciones pcDNA-SREBP1 
descritas anteriormente (figura 13). De esta forma las construcciones 
pPROEXHT-SREBP1 expresarán las formas maduras de la proteína en las 
que en su región N-terminal se ha fusionado una repetición de seis histidinas 
seguida de la secuencia de corte para la proteasa TEV. Esta etiqueta facilita 
su purificación mediante columnas de afinidad cargadas con níquel, y puede 
ser eliminada post-purificación utilizando la proteasa TEV. Tras obtener 
estas construcciones en bacterias E.coli DH5α, los plásmidos se aislaron 
mediante “minipreps” y se transformaron por electroporación en la cepa 
BL21-RIL de E.coli (Strategene) que contiene copias extra de los ARN de 
transferencia de bajo uso en esta bacteria. En las proteínas de origen 
humano muchos de estos codones aparecen en mayor proporción que en las 
proteínas de E.coli y su falta produciría paradas en la traducción que 









Figura 13: Esquema de las construcciones pPROEXHT-SREBP1. Estos vectores 
expresan las isoformas SREBP1a y 1c, silvestres o mutadas, en pauta con una 
repetición de seis residuos de histidina y separadas por un “brazo” espaciador y el 
lugar de corte de la rTEV proteasa. 
 
 
Para la expresión de la proteína se creció en agitación durante 16 horas a 
37ºC un precultivo de 150ml de medio LB con 100mg/l de ampicilina y 
33mg/l de cloranfenicol a partir de una colonia de bacterias BL21-RIL 
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transformadas con la construcción correspondiente. Posteriormente 15ml de 
este precultivo se inocularon en 1 litro de medio LB fresco suplementado 
con los antibióticos, y se dejó crecer a 37ºC hasta llegar a una densidad 
óptica (O.D) de 0,4-0,6 (aproximadamente 1,5-2 h). Las células fueron 
transferidas a un agitador a 15ºC y se dejaron atemperar durante 30min, 
transcurridos los cuales se indujo la expresión de la proteína con 1mM IPTG 
y se prosiguió la expresión a 15ºC durante 16h. Posteriormente se 
recogieron las células mediante centrifugación a 4000rpm durante 30 min a 
4ºC. 
El precipitado se resuspendió en 100ml de tampón de sonicación [50mM 
Tris-HCl pH 8; 1mM PMSF y un comprimido de inhibidores de proteasas 
complete mini (Roche)]. Tras la resuspensión se sonicó la muestra en un 
baño de hielo mediante 15 pulsos de 15seg efectuando una pausa de 45 seg 
entre cada pulso. Los restos celulares y las células intactas se precipitaron 
por centrifugación (30min a 10000g) a 4ºC, quedando la proteína SREBP1 
soluble en el sobrenadante. 
La proteína se purificó mediante fraccionamiento con sulfato amónico 
seguido de cromatografía de afinidad e intercambio iónico. Inicialmente la 
proteína se llevó a 15% de (NH4)2SO4, se incubó 30min a 4ºC en agitación y 
se centrifugó 30min a 12500 rpm (~12000g) a 4ºC. La proteína precipitada a 
un 15% de saturación de sulfato amónico, se resuspendió en 25ml de 
tampón A (50mM Tris-HCl pH 8; 250mM NaCl y 1mM PMSF) y se 
purificó por cromatografía de afinidad utilizando una columna HisTrap 
chelating HP (Amersham) y un gradiente de 0-300mM Imidazol en tampón 
A en 20 volúmenes de columna. Una alícuota de las fracciones obtenidas se 
visualizó mediante SDS_PAGE y tinción de coomasie. Las fracciones 
enriquecidas en la proteína fueron dializadas frente a 25mM tampón fosfato 
sódico pH 6,5 durante 18h a 4ºC. Esta muestra fue posteriormente 
purificada mediante cromatografía de intercambio aniónico utilizando una 
columna Hi-Trap SP (Amersham. Uppsala. Suecia) y un gradiente de 50 a 
450mM NaCl en 25mM fosfato sódico pH 5,5. Como en la cromatografía 
anterior todas las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE y tinción de 
coomasie. Las fracciones con mayor pureza fueron concentradas 
conjuntamente utilizando concentradores centrífugos de tamaño de poro 30 
kDa (Amicon. Millipore) que además permiten el cambio de tampón para 








4.2-12. Real-time PCR cuantitativa 
 
El ARN total fue aislado a partir de células Chang liver previamente 
transfectadas con los vectores de expresión o de cultivo primario de 
hepatocitos de rata infectados con los vectores adenovirales, utilizando el 
reactivo Tripure (Roche Diagnostics, Manheim, Alemania). La transcripción 
reversa se realizó a partir 1 µg de ARN total utilizando random hexámeros y 
expand reverse transcriptase (Roche Diagnostics, Manheim, Germany). El 
ADNc obtenido se utilizó como molde para real-time PCR en un sistema de 
detección GeneAmp 5700 (Applied Biosystems Foster City, Ca. EEUU.). 
La cantidad relativa de ARNm se calculó utilizando el método de 
comparación de la segunda derivada de Ct. Un ADNc control 
(correspondiente a la muestra no inducida) se utilizó como un calibrador 
entre placas y la variabilidad en las cantidades iniciales de ADNc fue 
normalizada utilizando GAPDH como control endógeno. Las condiciones 
de PCR fueron una desnaturalización inicial de 10min seguida de cuarenta 
ciclos consistentes en 15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 60ºC. 
Los oligonucleótidos y sondas taqman utilizadas para el análisis fueron 
obtenidas de Applied Biosystems® y aseguran una eficiencia comparable en 
las reacciones de todos los genes (Assays-on-demand gene expression 
product; Applied Biosystems Foster City, CA. EEUU).  
Para estudiar la inducción de la expresión de la glucoquinasa en cultivo 
primario de hepatocitos de rata, se realizó una PCR a tiempo real utilizando 
SYBR Green I Master Mix y oligonucleótidos específicos diseñados 
mediante el programa Primer Express (Applied Biosystems Foster City, CA. 
EEUU). Los oligonucleótidos utilizados fueron: GK-directo, 5’- 





4.2-13. Inmunomicroscopía confocal.  
 
Células Chang liver se crecieron a confluencia en portaobjetos multipocillo 
para cultivo celular (BD Biosciences MA. EEUU) (0,69cm2/pocillo). Las 
células se transfectaron con 400ng de los plásmidos de expresión pcDNA-
SREBP1a silvestre (WT) o Thr226Met y pcDNA-SREBP1c silvestre (WT) 
o Thr202Met utilizando 1µl por pocillo de lipofectamina plus (Invitrogen, 
                                                                                                      Material y métodos 
 
 103
Carlsbad, CA. EEUU), siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Ocho 
horas después de la transfección las células se lavaron tres veces con PBS 
1x y se fijaron con paraformaldehido 4% a temperatura ambiente; tras 
15min, se lavaron dos veces con PBS 1x y posteriormente se fijaron 20min 
con metanol 100% (previamente atemperado a -20ºC). Tras esto se lavaron 
dos veces con PBS 1x (5min) y se realizó el bloqueo incubando durante 1 
hora a temperatura ambiente con medio de bloqueo (0,5% leche desnatada, 
10% FBS, 0,5% BSA, 0,1% tritón en PBS 1x). Tras este bloqueo se incubó 
en un recipiente hermético y humedecido durante 16h a 4ºC con el 
anticuerpo primario monoclonal SREBP1 (sc-17755; Santa Cruz 
Biotechnology, CA. EEUU) diluido 1:50 en solución de bloqueo.  
Tras esta incubación se lavó cinco veces con PBS 1x (5 min), y se incubó 50 
min con el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratón acoplado a 
fluoresceína y diluido 1:200 en solución de bloqueo. Tras esto se realizaron 
cinco lavados con PBS 1x y se realizó la tinción de ADN para la 
visualización de los núcleos celulares incubando en oscuridad durante 
10min con TO-PRO-3 (Molecular probes) diluido 1:1000 en PBS 1x, 
lavando posteriormente dos veces con PBS 1x. Las imágenes se obtuvieron 
con un microscopio Leica TCS SP2 Spectral y un objetivo 40x/1.25 NA oil 
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). 
 
 
4.2-14. Clonación de las regiones 5´ y 3´UTR del gen 
SREBF1 
 
Para el estudio de las variantes -60G>A y -38G>A presentes en el promotor 
y en la región 5´UTR respectivamente de la isoforma -1c del gen SREBF1, 
clonamos la región proximal de dicho promotor en el vector pGEMTEasy 
(Promega). Las variantes fueron generadas mediante mutagénesis dirigida a 
partir de la secuencia silvestre utilizando los oligonucleótidos 38G>A 
(directo- CGGGGAGGGGTAGGGCCAACGACCTGGACGCCCCAAGGGC y 
reverso- GCCCTTGGGGCGTCCAGGTCGTTGGCCCTACCCCTCCCCG), 
60G>A (directo- 
CTTGACAGGTGAAGTCGGCACGGGGAGGGGTAGGGCCAAC y reverso- 
GTTGGCCCTACCCCTCCCCGTGCCGACTTCACCTGTCAAG) y el protocolo 
descrito previamente. 
Posteriormente el fragmento de 312bp desde el ATG, incluyendo la región 
5´UTR y comprendido entre sitios XhoI/NcoI fue clonado en estos mismos 
sitios del vector pGL3basic (Promega, Madison, WI. EEUU) dirigiendo la 
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expresión del gen de la luciferasa. Los vectores generados se denominaron 
5´UTR WT, -60G>A, -38G>A y doble mutante (-60G>A y -38G>A) 
(figura 14). 
Las construcciones para el estudio de las variantes en la región 3´UTR 
SREBP1c se realizaron a partir del vector 5´UTR WT, sustituyendo la 
región 3´UTR del gen de la luciferasa y la señal de poliadenilación del 
SV40 presentes en el vector pGL3basic por las del gen SREBF1. Para ello 
se amplificaron las regiones 3´UTR por PCR a partir de pacientes WT y 
mutados para las variantes 3´UTR+delCC y 3´UTR+334delTTT con los 
oligonucleótidos directo (TTCTAGAGACTTCCAGGACCTGTTGTG) y 
reverso (GGATCCCTGTTTCTAAAAGATG) que incluyen sitios de corte para 
los enzimas XbaI y BamHI respectivamente, y se clonaron en el vector 
pGEMTeasy (Promega, Madison, WI. EEUU). Dichas regiones se 
subclonaron posteriormente en los sitios XbaI y BamHI del vector 5´UTR 
WT. Los vectores obtenidos se denominaron 3´UTR WT, 3´UTR del CC y 
3´UTR del TTT (figura 14). 
Las construcciones 5´UTR-1a para estudiar el efecto sobre la actividad de 
las variantes -150G>A y -36delG presentes en la región 5´UTR de esta 
isoforma, se generaron amplificando 895pb del promotor (respecto al ATG) 
con los oligonucleótidos directo (TGGGTACTGGCTTCCTCCTTCA) y 
reverso (GGAGACAAAGGCCAGGGAGA) de la isoforma SREBP1a y la 
región 5´UTR1a utilizando como molde ADN de pacientes heterocigotos 
para cada una de las variantes. Los fragmentos resultantes se clonaron en el 
vector pGEMTeasy (Promega, Madison, WI. EEUU) y fueron 
posteriormente subclonadas en el sitio NcoI del vector pGL3basic 
(Promega, Madison, WI. EEUU) dirigiendo la expresión del gen de la 
luciferasa. 
Todas las construcciones obtenidas fueron confirmadas por secuenciación. 

















Figura 14: Representación esquemática de las construcciones obtenidas para estudiar 
el efecto de las variantes en las regiones UTR del gen SREBF1. Las regiones promotoras 
y 5´UTR silvestres (WT) y con distintos polimorfismos, de las isoformas 1a y 1c se 
clonaron en pauta con el gen de la luciferasa en el vector pGL3 basic (Promega). Además, 
en el caso de la construcción 5´UTR1c WT se realizó una posterior sustitución de la señal 




4.2-15. Ensayo luciferasa de las construcciones 5´ y 
3´UTR 
 
Células de hepatoma humano HepG2 se crecieron en medio DMEM 25mM 
glucosa suplementadas con 10% FBS, 100 U/ml penicilina, y 100 µg/ml 
estreptomicina y se incubaron a 37ºC con 5% CO2 en una atmósfera 
humidificada. Las transfecciones se realizaron 24 horas después de sembrar 
las células, con una confluencia del 70%, utilizando el reactivo 
lipofectamina plus (Invitrogen, Carlsbad, CA. EEUU) con 750ng de las 
construcciones pGL3-SREBP1 (silvestre (WT) o con las distintas variantes) 
y 40ng de un vector de expresión de Renilla luciferasa carente de promotor 
(pRL-0). Estos experimentos se realizaron tanto en condiciones basales 
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incubando las células tras la transfección con DMEM 25mM glucosa 
suplementadas con 37µM BSA como añadiendo dosis crecientes de 
TO901317, un agonista de los receptores nucleares LXR (250; 100; 10 o 1 
nM) o ácido araquidónico, un ácido graso poliinsaturado (150; 75; 37,5; 15; 
7,5 o 1,5 µM) previamente incubado con BSA (concentración final=37µM). 
Las distintas actividades se cuantificaron 24h después de la transfección en 
un luminómetro Wallac 1420 VICTOR utilizando el sistema Dual-
Luciferase Reporter Assay (Promega), siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Las unidades relativas de luz se determinaron normalizando la 
señal de la Firefly luciferasa respecto a la actividad de Renilla luciferasa, 
cotransfectada en la misma muestra. Finalmente esos valores relativos 
fueron normalizados respecto a una blanco (muestra transfectada con el 
vector vacío). Cada construcción fue transfectada por triplicado. Los 
experimentos se realizaron tres veces. 
 
4.2-16. Análisis estadístico 
 
Los resultados presentados en el estudio de mutaciones en SREBP1 
corresponden a la media±SEM de tres-cuatro experimentos. La significación 
estadística se determinó mediante la prueba t de Student (colas=2). Un valor 
de P menor de 0,05 fue considerado significativo. 
 
4.3- ESTUDIO INSIG2 
 
4.3-1. Análisis de variantes INSIG2 
 
Utilizando el software Multalin version 5.4.1 para análisis de secuencias se 
halló en el cromosoma 2q14.1 humano una región de elevada homología 
con el primer exón de la isoforma INSIG2a de ratón, situada en el 
cromosoma 1E2, a una distancia de 4733pb en la región 5´ del gen INSIG2 
ya descrito en dicho cromosoma. 
Los promotores de ambas isoformas se analizaron mediante el programa 
Matinspector 
(http://www.genomatix.de/online_help/help_matinspector/matinspector_hel
p.html) y TRANSFAC (http://www.gene-
regulation.com/pub/databases.html) lo que permitió definir los sitios 
reguladores de dichos promotores. Basándonos en los marcadores presentes 
en las bases de datos, seleccionamos aquellos que tenían una frecuencia 
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igual o mayor al 10% y que se encontraban próximos a alguno de estos 
sitios reguladores. Paralelamente utilizando la base de datos del proyecto 
Hap Map II (release no. 21; http://www.hapmap.org/) se realizó un estudio 
del desequilibrio de ligamiento teórico entre las variantes presentes en esta 
región.  
 
4.3-2. Construcciones promotor INSIG2-Luciferasa 
 
Para los estudios de actividad se generaron construcciones con el promotor 
de INSIG2 humano silvestre o con las distintas variantes controlando la 
expresión del gen de la luciferasa. Los insertos se amplificaron mediante 
PCR a partir de ADN genómico de individuos heterocigotos utilizando el 
oligonucleótido directo 5 -GCCTGGCACACAGAAAGTG-3  y reverso 5 -
GCCGGGAGACCCCCAAC-3 . En aquellos casos en los que no conseguimos 
clonar alguno de los haplotipos, estos se obtuvieron por mutagénesis 
dirigida. Los fragmentos se clonaron en el sitio SacI del vector pGL3-Basic 
(Promega). La integridad de cada construcción fue verificada mediante 
secuenciación conforme a la secuencia descrita en la base de datos Ensembl 
human (Ensembl Gene ID ENSG00000125629). 
 
4.3-3. Cultivos celulares y ensayos luciferasa 
 
Las células de insulinoma de rata INS1 y de hepatoma humano HepG2 se 
crecieron en medio RPMI 1640 suplementado con 50 µM de β-
Mercaptoetanol, 10mM hepes, 1mM piruvato y 5% FBS o DMEM 25mM 
glucosa suplementadas con 10% FBS respectivamente. En ambos casos se 
añadió 100 U/ml penicilina, y 100 µg/ml estreptomicina y se incubaron a 
37ºC con 5% de CO2 en una atmósfera humidificada. Las transfecciones se 
realizaron 24 horas después de sembrar las células, con una confluencia del 
70%, utilizando el reactivo lipofectamina plus (Invitrogen, Carlsbad, CA. 
EEUU) con 750ng de las construcciones pGL3-INSIG2 (silvestres o 
mutadas) y 40ng de un vector que expresaba el gen Renilla luciferasa 
carente de promotor (pRL-0). Las distintas actividades se cuantificaron 24h 
después de la transfección en un luminómetro Wallac 1420 VICTOR 
utilizando el sistema Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega), siguiendo 
las recomendaciones del fabricante. Las unidades relativas de luz se 
determinaron cuantificando la señal de la Firefly luciferasa y se 
normalizaron respecto a la actividad de Renilla luciferasa cotransfectada en 
la misma muestra. Finalmente esos valores relativos fueron normalizados 
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respecto a un blanco (muestra transfectada con el vector vacío). Cada 
construcción fue transfectada en triplicado. Los experimentos se realizaron 
tres veces. Los valores representados corresponden a la media±SEM. Las 
diferencias entre grupos se analizaron mediante la prueba “t” de student. Se 
consideró significativo un valor p<0,05. 
 
4.3-4. Genotipado de pacientes y controles 
 
El genotipado de estas variantes se realizó mediante la técnica de 
minisecuenciación o SnapShot como se ha descrito para los SNP del gen 
SREBF1. Los oligonucleótidos utilizados se recogen en la tabla 6. 
 






















Tabla 6: Oligonucleótidos utilizados en la PCR multiplex y en la minisecuenciación 
para el genotipado de los polimorfismos del gen INSIG2.  
 
 
4.3-5. Estudio de asociación del gen INSIG2 con DM2 
 
Los resultados del genotipado y la construcción de haplotipos se realizaron 
con los programas SNPstat, Pypop win32.0.6.0 y Haploview, como se ha 
descrito para el gen SREBF1. El cálculo del poder estadístico del estudio 
genético se realizó utilizando el programa Genetic power calculator 
(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/gpc/cc2.html)351. El estudio de 
asociación de las variantes encontradas con los parámetros bioquímicos y 
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antropométricos de la población estudiada se realizó mediante un modelo 
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Como paso previo para poder iniciar este estudio fue necesaria la obtención 
de una genoteca de pacientes con DM2, así como de controles no diabéticos. 
El ADN genómico se obtuvo a partir de muestras de sangre completa, tal y 
como se describe en el capítulo “Material y métodos”. 
En el estudio se incluyeron (i) diabéticos tipo 2 de edad inferior a 79 años y 
glucemia en ayuno ≥7,0mM (126mg/dl); (ii) individuos con obesidad 
mórbida (IMC>40Kg/m2); (iii) pacientes diagnosticados como “Síndrome 
metabólico” según el criterio del NCEP:ATP III (National Cholesterol 
Education Program´s Adult Treatment Panel III)345 basado en la 
manifestación de tres o más de estas características: elevación en la 
glucémia basal (GB≥110mg/dl); hipertensión arterial (HTA≥130/85mmHg); 
niveles altos de triglicéridos (TG≥150mg/dl); disminución en el colesterol-
HDL (HDL-c<40mg/dl en hombres y <50mg/dl en mujeres); obesidad 
central valorada en función del perímetro de la cintura (≥102cm en hombres 
y en mujeres ≥88cm); (iv) controles no diabéticos no insulino-resistentes y 
(v) muestras de población general valenciana de las que no pudimos 
disponer del resultado de su determinaciones bioquímicas. Los parámetros 
bioquímicos y antropométricos disponibles en cada grupo se recogen en la 
tabla 7. 
DM2 S. M OBESOS CONTROLES POBL.GEN
Sexo (H/M) 162/133 29/3 13/43 115/53 117/103
Edad (años) 57,1 ± 10,7 45,1 ± 8,7 42,6 ± 10 59,9 ± 9,6 39,6 ± 12,6
IMC (Kg/m2) 30,13 ± 4,9 30,8 ± 4,7 47,9 ± 7,8 28,3 ± 3,7 -
Cintura/cadera 0,95 ± 0,07 0,96 ± 0,04 0,94 ± 0,09 0,95 ± 0,08 -
Glucosa (mg/dl) 170,9 ± 59,3 110,6 ± 29,5 101,4 ± 24,6 97,4 ± 19,8 -
Insulina (µg/ml) 14,2 ± 10,1 14,3 ± 5,7 12,9 ± 7,5 10,5 ± 6,2 -
IR HOMA 5,7 ± 4,8 4,0 ± 2,0 3,1 ± 1,9 2,6 ± 1,7 -
PAS (mmHg) 146,9 ± 20,3 140,2 ± 15,2 132 ± 17,0 125,2 ± 15,2 122.8 ± 14,3
PAD(mmHg) 84,3 ± 10,6 88,9 ± 7,7 77,6 ± 13,2 73,5 ± 8,4 73,8 ± 9,2
TG (mg/dl) 153,4 ± 105,6 142 ± 64 160,8 ± 86,7 108,8 ± 55,8 -
Ct (mg/dl) 213,5 ± 44,3 193 ± 36 193,3 ± 44,8 197,6 ± 33,8 -
HDL-c (mg/dl) 47,2 ± 13,9 39,8 ± 9,0 42,5 ± 10,7 52,5 ± 13,2 -
LDL-c (mg/dl) 135,2 ± 37,7 125 ± 33 122,1 ± 40,8 123,5 ± 30,4 -
VLDL-c (mg/dl) 33,6 ± 28,7 28,5 ± 12,9 32,5 ± 17,5 - -
Apo B (mg/dl) 115,6 ± 27,5 104,0 ± 20,7 105,5 ± 21,6 107,1 ± 22,4  -
Apo A (mg/dl) 138,1 ± 29,6 138,7 ± 22,5 128,7 ± 19,2 149,8 ± 26,7 -
HbA1c (g/dl) 6,9 ± 1,8   -   - - -
 
Tabla 7: Parámetros bioquímicos y antropométricos de los pacientes y controles. 
Pacientes con diabetes tipo 2 (DM2), síndrome metabólico (SM), obesos, controles sanos y 
muestras de población general valenciana (POBL.GEN) utilizadas en nuestro estudio. Los 
datos se muestran como promedio ± desviación estándar 




5.2- ESTUDIO DEL GEN SREBF1  
 
5.2-1. Rastreo molecular del gen SREBF1  
 
La búsqueda de nuevas mutaciones en el gen SREBF1 se realizó en 60 
pacientes con DM2 mediante amplificación por PCR de las regiones 
codificantes, regiones de unión intrón-exón y región promotora. Los 
productos se analizaron posteriormente mediante la técnica SSCP como se 
describe en el apartado 4.2-2 del capítulo “material y métodos”. Las 
muestras con patrones de migración electroforética alterados fueron 
posteriormente secuenciadas, lo cual permitió la identificación de distintas 
variantes en el gen SREBF1.  
 
5.2-1.1. Variantes identificadas en el primer exón y el promotor de la 
isoforma SREBP1c.  
 
El rastreo mediante SSCP del primer exón y la región proximal del 
promotor permitió identificar la variante -60G>A situada en el promotor de 
la isoforma SREBP1c en la posición -6 respecto al lugar de inicio de la 
transcripción y en la posición -60 respecto al inicio de la traducción. Por 
otro lado se identificó la variante 5´UTR-38G>A situada en la región 
5´UTR en la posición +17 respecto al lugar de inicio de la transcripción (-38 
respecto al lugar de inicio de la traducción). La figura 15 muestra el patrón 
de migración obtenido y la posición de las variantes en el electroferograma 
de un individuo heterocigoto. 
 

















Figura 15: Patrón de migración electroforética y electroferograma de un paciente heterocigoto 
para la (A) variante -38G>A en la región 5´UTR y (B) para la variante -60G>A en el promotor 
de la isoforma SREBP1c (secuencia antisentido).  
 
 
5.2-1.2. Variante identificada en el primer intrón 
 
La técnica SSCP permitió identificar la deleción de tres nucleótidos (TCC) 
en la posición -11 respecto al lugar de inicio del exón 2 (IVS1–11delTCC). 
La figura 16 muestra claramente la migración electroforética diferencial de 
cada una de las cadenas simples de ADN. El electroferograma de la 
secuenciación de la cadena reversa muestra la superposición de las señales 
del alelo silvestre y delecionado en un individuo heterocigoto. 










T CT GT GAAAAGGAG AAGA
T C T GT GAAAAGAAG AGGG
 
Figura 16: Patrón de migración electroforética de un paciente heterocigoto para la 
deleción IVS1 –11delTCC, localizada en la región de unión intrón-exón2. El 
electroferograma muestra en la secuencia “antisentido” el desplazamiento en la 
secuencia provocado por la deleción. 
 
 
5.2-1.3. Variantes identificadas en el exón 3 
 
El exón 3 es común a las isoformas SREBP1a y SREBP1c. En está región se 
identificaron dos mutaciones Pro173Leu y Thr202Met, y dos variantes que 
no suponían un cambio de aminoácido Thr221Thr y Ser207Ser, en la 
secuencia de SREBP1c (figura 17) y que en la isoforma SREBP1a 
corresponden a Pro197Leu, Thr226Met, Thr245Thr y Ser231Ser 
respectivamente. 





























Figura 17: Patrón de migración electroforética de pacientes heterocigotos para las 
variantes encontradas en el exón 3. (A) Variantes que suponían un cambio en la 
secuencia de aminoácidos. El electroferograma muestra la secuencia antisentido (B) 
Variantes que no suponen un cambio de aminoácido. 
 
 
5.2-1.4. Variantes identificadas en el exón 9 
 
En el exón 9 se identificaron dos variantes que no suponían un cambio en la 
secuencia aminoacídica: Pro522Pro y Leu532Leu respecto a la isoforma 
SREBP1c y Pro546Pro y Leu556Leu respecto a la isoforma SREBP1a 
(figura 18). 
















Figura 18: Patrón de migración electroforética de pacientes heterocigotos para los 
polimorfismos encontrados en el exón 9 
 
5.2-1.5. Variante encontrada en el exón 18c 
 
Las isoformas SREBP1a y 1c humanas también difieren en sus dos últimos 
exones por la utilización de un procesamiento alternativo. Aunque se 
desconoce su importancia, este hecho sugiere que estas regiones pueden 
estar implicadas en la regulación diferencial de ambas proteínas. 
En el exón 18 de la isoforma SREBP1c se identificó una variante que no 
suponía un cambio de aminoácido (Gly1028Gly). La alta frecuencia de este 
polimorfismo permitió identificar individuos homocigotos silvestres, 
homocigotos mutados y heterocigotos (figura 19). 
















Figura 19: Patrón de migración electroforética de pacientes homo, heterocigotos y WT 
para el polimorfismo encontrado en el exón 18c. El electroferograma mostrado 
corresponde a la secuencia antisentido. 
 
 
5.2-1.6. Variantes identificadas en la región 3´UTR del gen SREBF1. 
 
Como se describe en el capítulo material y métodos, la región 3´UTR no 
presenta patrón de migración electroforética definido en los ensayos SSCP 
debido a que se trata de una región altamente polimórfica. Por este motivo 
se clonaron distintos productos de PCR en el vector pGEMT-Easy 
(Promega) y se secuenciaron en ambos sentidos, lo cual permitió identificar 
las variantes 3´UTR+208delCC y 3´UTR+334delTTT en la región 3´UTR 
de la isoforma SREBP1c (figura 20). 






Figura 20: Electroferograma de los clones obtenidos tras la amplificación de la región 
3´UTR de la isoforma SREBP1c en pacientes heterocigotos. (A) Región 3´UTR silvestre 
y 3´UTR +208delCC. (B) Región 3´UTR+334 silvestre y 3´UTR+334delTTT. 
 
 
Muchas de las variantes encontradas no han sido descritas hasta la fecha, 
aunque durante el desarrollo de este trabajo algunas de estas variantes y 
otras presentes en el promotor de la isoforma SREBP1a y SREBP1c fueron 
descritas por otros grupos (figura 21). 





























Figura 21: Representación esquemática del gen SREBF1 y de la localización de las 
variantes identificadas por SSCP (azul). De ellas, las variantes Pro173Leu (exón 3), 
Pro522Pro y Leu323Leu (exón9), rs2297508 y 3´UTR+208delCC así como las variantes 
representadas en negro fueron descritas por otros grupos durante el desarrollo de este 
trabajo. Los exones específicos de la isoforma SREBP1a se representan en color naranja. 




5.2-2. Estudio de asociación con DM2 de las variantes 
encontradas en el gen SREBF1 
 
El estudio se inició con el rastreo preliminar de las variantes encontradas en 
un reducido número de pacientes diabéticos y de muestras de población 
general mediante SSCP. Algunas de estas variantes aparecían en muy baja 
frecuencia en la población de estudio por lo que aunque fueran 
potencialmente capaces de modificar la función o expresión de SREBP1 no 
fueron incluidas en el estudio de asociación (tabla 8).  




P  valor* (95% CI)
rs12945414 CC 261 152
Promotor 1c - 0 0
-451C>A - 0 0
GG 232 108




















SNP localización GENOTIPO CASOHGVS
n.d
DISTRIBUCIÓN DE GENOTIPOS ALELO DE MENOR FRECUENCIA







┼ 1 0 / 0,01 n.d
Monomórfico
-38G>A
┼ 5´UTR 1c 1 0 / 0 n.d n.d
p.Thr221Thr┼ Exón 3 n.d n.d n.d n.d
c.92-3053G>A
c.663G>A
p.Thr226Thr┼ Exón 3 1 n.d n.d n.d
p.Ser207Ser┼ Exón 3 n.d n.d n.d n.d
c.677C>T
c.622T>C
p.Pro546Pro Exón 9 0,94 0,01 / 0,01 0,80 (0,08-7,79) n.d




Tabla 8: Variantes encontradas en el gen SREBF1 que no fueron incluidas en el 
estudio de asociación. La columna SNP indica la nomenclatura utilizada en el texto. La 
columna HGVS indica la nomenclatura recomendada por la Sociedad de variaciones del 
genoma humano. ┼Variantes no descritas previamente. n.d: No determinado. 
 
 
Por el contrario, los polimorfismos y deleciones que en el rastreo preliminar 
por SSCP presentaban una frecuencia mayor o similar al 5% fueron 
genotipados en todas las muestras disponibles de pacientes con DM2 y de 
controles no diabéticos mediante minisecuenciación o análisis de 
fragmentos. Las frecuencias de los genotipos de cada una de estas variantes 
así como el resultado del análisis de su distribución entre casos y controles 
se recogen en la tabla 9. 
El análisis previo del poder estadístico del estudio indica que con el número 
de muestras analizadas es posible detectar para un valor de P= 0,05 y con un 
80% de potencia variantes que presenten una frecuencia próxima al 5% y 
que estén asociadas con un odds ratio igual o superior a 2,7, asumiendo un 
modelo dominante. 
El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el programa SNPstat 
ajustando las muestras en función de la edad, sexo e IMC. 

















rs2297508 CC 31,7 35,8
CG 47 49,5
P.Gly1028Gly GG 21,3 14,7
rs11868035 CC 51 45,4
CT 42,7 46,2











0,89 (0,54-1,48) 0,65 b
c.*1075_1076delCC
c.*1201_1203delTTT3´UTR + 364 del TTT
┼ 3´UTR 1c 0,37 0,36 / 0,38
1 0,3 / 0,33 0,75 (0,46-1,23) 0,25 b
c.*619C>G
c.*835C>T
3´UTR + 238 del CC 3´UTR 1c
0,69b
Intrón 18c 0,57 0,28 / 0,3 0.72 (0.44-1.17) 0,18b
Exón 18c 0,72 0,41 / 0,39 1.12 (0.65-1.92)
0,026 b
p.Pro173Leu Exón 3 1 0,02 / 0,01 1,43(0,54-3,83) 0,47c.590C>T
IVS1-11del TCC
┼ Intrón 1 1 0,06 / 0,04
1,32 (0,78-2,23)0,43 / 0,43
2.72 (1.06-7,00)
0,31b
-36delG UTR1a 5´UTR 1a 0,61 0,41 / 0,42 1.04 (0.62-1.76) 0,88b
rs13306736 5´UTR 1a 0,5
FRECUENCIA GENOTIPO ALELO DE MENOR FRECUENCIA
SNP localización GENOTIPO CASO CONTROL CASO/CONTROL OR (95% CI) P  valor
 
Tabla 9: Variantes seleccionadas para el estudio de asociación. Frecuencias de los 
genotipos y alelos para las SNPs y deleciones encontradas en SREBF1. La columna 
SNP indica la nomenclatura utilizada en el texto. La columna HGVS indica la 
nomenclatura recomendada por la Sociedad de variaciones del genoma humano. *Valores 
de P para el equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo control. aModelo codominante. 
bModelo dominante. ┼Variantes no identificadas previamente. Los valores de P 
significativos en el estudio de asociación se muestran en negrita. 
 
 
El estudio demostró que la variante IVS1 –11delTCC se asociaba con un 
aumento en el riesgo de DM2 en la población estudiada. Los valores 
obtenidos utilizando el modelo dominante fueron [OR=2,72 (CI 95% = 
1,06-7,0; P= 0,029)] (tabla 9). Al ajustar las muestras sólo por IMC se 
obtenían resultados similares [OR=2,59 (CI 95% = 1,02-6,61; P= 0,032)]. 
La asociación no era significativa si no se ajustaban las muestras al menos 
por IMC [OR=1,53 (CI 95% = 0,75-3,13; P= 0,23)]. Por tanto esta deleción 
está asociada con un aumento significativo del riesgo de DM2.  
El estudio estadístico de la relación de esta deleción con los parámetros 
bioquímicos y antropométricos de los pacientes genotipados se recoge en la 
tabla 10, mostrando una asociación cercana a la significación con los 
niveles de VLDL. 
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wt/wt wt/delTCC P valor
Glucosa en ayuno (mg/dl) 122,8±48,9 145,8±61,9 0,13
Insulina (µg/ml) 11,7±7,7 13,4±7,8 0,57
IR HOMA 5,4±4,8 6,2±4,1 0,60
PAS (mmHg) 134,4±20,2 137,5±18,6 0,69
PAD(mmHg) 78,6±11,3 80,2±7,7 0,43
Trigliceridos (mg/dl) 127,9±78,7 142,4±65,5 0,80
Colesterol total (mg/dl) 203,5±39,2 213,2±54,1 0,61
HDL-colesterol (mg/dl) 49,6±13,5 45,7±12,4 0,65
LDL-colesterol (mg/dl) 127,9±34,2 128,8±33,8 1,00
VLDL-colesterol (mg/dl) 32,4±20,5 48,5±63,5 0,08
Apolipoproteína B (mg/dl) 109,9±24,4 113,7±19,5 0,81
Apolipoproteína A (mg/dl) 145,1±27,3 140,4±27,1 0,59
HbAc (g/dl) 6,8±1,7 7,2±2,2 0,67
IVSDEL TCC
 
Tabla 10: Asociación mediante análisis lineal univariante de la deleción IVS1 –
11delTCC con parámetros bioquímicos y antropométricos de pacientes con DM2. 
 
 
Algunos de los polimorfismos estudiados presentaban un elevado 
desequilibrio de ligamiento en la población por lo que se analizaron 
mediante los programas SNPstat y Haploview para la construcción de 
haplotipos. Los valores de desequilibrio de ligamiento (LD) calculados 
según el valor (r2) se representan en la figura 22. 
Aunque individualmente sólo la deleción IVS1 –11delTCC se asoció con la 
DM2, algunos haplotipos identificados podrían tener una influencia en el 
riesgo de desarrollar la enfermedad.  
 








3´UTR364delTTT 3´UTR238delCC rs11868035 rs2297508 IVS1-11delTCC UTR1a-36delG rs13306736
3´UTR364delTTT - 0,796 0,685 0,451 0,228 0,649 0,466
3´UTR238delCC - - 0,555 0,358 0,247 0,532 0,387
rs11868035 - - - 0,581 -0,121 0,626 0,523
rs2297508 - - - - -0,092 0,634 0,76
IVS1-11delTCC - - - - - -0,197 -0,098
UTR1a-36delG - - - - - - 0,7




Figura 22: Desequilibrio de ligamiento encontrado entre las variantes del gen 
SREBF1. A.- Representación de las variantes estudiadas en el gen SREBF1 mediante el 
programa Haploview. Los valores de desequilibrio de ligamiento se representan en los 
cuadrados, siendo más oscuros a mayor valor de r2. B.- Valor de desequilibrio de 
ligamiento calculado como r2 mediante el programa SNPstat. 
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Los haplotipos con una frecuencia igual o mayor al 5% fueron considerados 
en el estudio. Cinco de ellos mostraron una asociación con el aumento o 
disminución del riesgo de DM2, tras ajustar las muestras por edad, sexo e 
IMC (tabla 11).  
El haplotipo formado por los alelos G/C de las variantes rs2297508 y 
rs11868035 mostraba una diferente distribución entre pacientes (19%) y 
controles (12%), y se asociaba significativamente con un aumento en el 
riesgo de DM2 [odds ratio= 1,95 (CI 95% = 1,15-3,32; P=0,014)] 
comparado con el haplotipo C/C. 
En nuestro estudio también se identificaron las variantes rs13306736, -
36delG UTR1a y rs2297508. La distribución del haplotipo (A/delG/G) en 
pacientes con DM2 y controles difería significativamente (5% y 1%, 
respectivamente), mostrando una importante asociación con DM2 respecto 
al haplotipo (A/delG/C) [odds ratio= 9,83 (CI 95% = 1,26-76,81; P=0,03)]. 
Hay que resaltar que este haplotipo se identificó con una frecuencia 
relativamente baja por lo que el intervalo de confianza calculado es muy 
amplio y posiblemente está influido por el escaso número de muestras 
analizadas.  
El haplotipo formado por los alelos G/C de las variantes rs13306736 y 
rs11868035 apareció en un 21% de pacientes y en un 15% de controles, 
asociándose débilmente con un aumento en el riesgo de desarrollar DM2 
respecto al haplotipo A/C [odds ratio= 1,68 (CI 95% = 1,02-2,76; P=0,04)]. 
A su vez, el haplotipo formado por los alelos T/WT de las variantes 
rs11868035 y 3´UTR+334delTTT se asoció con una disminución en el 
riesgo de desarrollar DM2 respecto al haplotipo C/WT [odds ratio= 0,22 (CI 
95% = 0,07-0,71; P=0,012)]. 
Por último, el haplotipo formado por las variantes 5´UTR1a-36delG y el 
alelo T de rs11868035 se asoció con una disminución en el riesgo de 
desarrollar DM2 respecto al haplotipo delG/C [odds ratio= 0,12 (CI 95% = 
0,03-0,54; P=0,006)]. 
 









































CASO / CONTROL OR (95% CI) P  valor
- - C C - - 0.53 / 0,58 1 -
- - G T - - 0,22 / 0,29 0,81(0,53-1,23) 0,32
- - G C - - 0,19 / 0,12 1,95(1,15-3,32) 0,014
- - C T - - 0,06 / 0,01 1,97(0,51-7,57) 0,33
- - - - WT WT 0,61 / 0,61 1 -
- - - - DEL DEL 0,28 / 0,32 0,85(0,59-1,23) 0,39
- - - - WT DEL 0,08 / 0,07 0,91(0,45-1,85) 0,8
A DEL C - - - 0,45 / 0,49 1 -
G WT G - - - 0,29 / 0,32 1,02(0,68-1,55) 0,91
G DEL G - - - 0,05 / 0,07 0,89(0,40-1,95) 0,76
G WT C - - - 0,04 / 0,04 1,38(0,49-3,86) 0,54
A DEL G - - - 0,05 / 0,01 9,83(1,26-76,81) 0,03
A WT C - - - 0,05 / 0,05 0,53(0,20-1,43) 0,21
A - - C - - 0,51 / 0,54 1 -
G - - T - - 0,22 / 0,29 0,79(0,52-1,21) 0,28
G - - C - - 0,21 / 0,15 1,68(1,02-2,76) 0,04
A - - T - - 0,06 / 0,01 2,82(0,73-10,86) 0,13
- - - C - WT 0,62 / 0,55 1 -
- - - T - DEL 0,26 / 0,24 0,81(0,53-1,24) 0,33
- - - C - DEL 0,1 / 0,14 0,71(0,41-1,23) 0,22
- - - T - WT 0,01 / 0,06 0,22(0,07-0,71) 0,012
A DEL - - - - 0,50 / 0,50 1 -
G WT - - - - 0,34 / 0,36 0,94(0,64-1,39) 0,76
G DEL - - - - 0,09 / 0,08 1,09(0,60-1,98) 0,79
A WT - - - - 0,07 / 0,05 0,79(0,34-1,84) 0,58
- DEL - C - - 0,58 / 0,51 1 -
- WT - T - - 0,27 / 0,23 0,85(0,55-1,31) 0,46









Tabla 11: Estructura de los haplotipos mayoritarios encontrados en el gen SREBF1. 
Los valores P significativos se muestran en negrita. 
 
 
5.2-3. Análisis funcional de las variantes identificadas en 
SREBF1 
 
El estudio se centró en el análisis funcional de las variantes que a priori 
podían tener una mayor repercusión sobre la actividad de la proteína o sobre 
su expresión. Concretamente, en los polimorfismos que provocaban un 
cambio de aminoácido en la proteína, los que podían modificar las 
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secuencias de unión intrón-exón, o los que se localizaban en las regiones 
reguladoras UTR. 
 
5.2-3.1. Estudio de las mutaciones encontradas en la proteína 
 
En el rastreo del gen SREBF1 se identificaron las mutaciones Pro173Leu y 
Thr202Met (respecto a la isoforma1c o Pro197Leu y Thr226Met respecto a 
la isoforma 1a) localizadas en el exón 3 de la proteína (tabla 8; figura 21). 
Ambas mutaciones están localizadas en la región activa de la proteína, 
concretamente en una región poco conocida situada entre el dominio rico en 
prolina/serina y los dominios de unión a ADN y dimerización (bHLH-LZ), 
clasificada como “de baja complejidad”. Estas regiones son con frecuencia 
mosaicos de un pequeño número de aminoácidos funcionalmente 
importantes en algunas proteínas. 
El estudio de asociación de la variante Pro197Leu mostró que este 
polimorfismo era poco frecuente (2% en pacientes y 1% en controles) y que 
no había diferencia en su distribución entre el grupo de pacientes y controles 
(χ2 = 0,51; P= 0,47). 
La variante Thr226Met fue identificada en heterocigosis en un único 
paciente. El probando (individuo 1) era un varón de 48 años con DM2 
(glucemia basal=142mg/dl), hipertensión arterial (175/90 mmHg), obesidad 
(IMC=30,3 Kg/m2) e hipercolesterolemia (colesterol total 250mg/dl). 
También presentaba una relación colesterol total / colesterol-HDL elevada 
(250/45=5,55), lo que se acepta como un marcador de elevado riesgo de 
enfermedad cardiovascular353. Pudimos analizar a otros miembros de la 
familia, concretamente a la hija del probando (individuo 4) y a su nieto 
(individuo 5), también heterocigotos para la mutación (figura 23A). El nieto 
del probando era un niño de 5 años normoglucémico pero que presentaba 
una elevación de los niveles de LDL-colesterol sobre el percentil 95, unos 
niveles de triglicéridos por debajo del percentil 5 y un ratio colesterol total / 
colesterol-HDL moderadamente elevado (192mg/dL/46mg/dL=4,17). La 
hija del probando tenía 22 años y salvo una disminución en los niveles de 
triglicéridos (26mg/dl) por debajo del percentil 5, no presentaba alteraciones 
en ninguno de los otros parámetros bioquímicos determinados (glucemia 
basal=89mg/dl; Colesterol total= 192mg/dl; colesterol-HDL=46mg/dl; 
colesterol-LDL=141mg/dl; insulina basal=3µg/ml) ni en el índice de masa 
corporal (IMC=21,4) (figura 23B). 
 


















Sexo (H/M) H M H
Edad (años) 48 22 5
IMC (Kg/m2) 30,3 21,4 19
Cintura/cadera 1 - -
Glucosa en ayuno (mg/dl) 142 89 89
Insulina (µg/ml) 6 6,8 3
PAS (mmHg) 175 - -
PAD(mmHg) 90 - -
Trigliceridos (mg/dl) 167 38 26
Colesterol total (mg/dl) 250 195 192
HDL-colesterol (mg/dl) 45 39 46
LDL-colesterol (mg/dl) 172 148 141
VLDL-colesterol (mg/dl) 33 8 5
Apolipoproteína B (mg/dl) 152 - -
Apolipoproteína A (mg/dl) 112 - -





Figura 23: Características de la familia en la que se identificó la variante Thr202Met. 
A.- Árbol genealógico de la familia B.- Parámetros bioquímicos y antropométricos 
determinados en los portadores de la variante Thr202Met 
 
 
Ante la imposibilidad de estudiar a otros miembros de esta familia 
decidimos realizar un estudio funcional más profundo de dichas mutaciones. 
Como primera aproximación se realizó una comparación mediante 
alineamientos múltiples de la secuencia de SREBP1 humana con proteínas 
ortólogas en distintas especies con el fin de evaluar el grado de 
conservación de los aminoácidos Pro173 y Thr202. 
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El estudio demostró que a diferencia del residuo Pro173 que no estaba 
conservado, el residuo Thr202 se conservaba en SREBP1 en más de un 70% 
de especies en las que se estudió este factor (figura 24). Este hecho sugiere 
que el residuo Thr202 podría tener una importancia funcional y que esta 
mutación podría ser patogénica354. 
 
Pro173Leu Thr202Met  
Figura 24: Alineamiento de la secuencia aminoacídica del factor SREBP1 humano con 
las proteínas ortólogas de distintas especies. A diferencia del residuo Pro173 el residuo 
Thr202 está ampliamente conservado. 
 
 
Para estudiar si esta mutación tenía un efecto sobre la actividad de la 
proteína, realizamos la clonación de la región activa de las proteínas 
SREBP1a y 1c en vectores de expresión y llevamos a cabo la mutagénesis 
dirigida para reproducir las mutaciones en ambas isoformas (Pro197Leu y 
Thr226Met en la isoforma 1a y Pro173Leu y Thr202Met en la isoforma 1c).  
Se ha postulado que SREBP1c es el mediador de los efectos de la insulina 
sobre la expresión de muchos genes, entre ellos la glucoquinasa 
hepática181,263. Como aproximación preliminar se realizó un ensayo 
luciferasa sobreexpresando la proteína SREBP1c silvestre o con dichas 
mutaciones en células COS7, y utilizando como diana el promotor de la 
glucoquinasa hepática de rata. En el ensayo luciferasa, la proteína SREBP1c 
Thr202Met presentaba una menor actividad comparada con la proteína 
silvestre o la proteína con la mutación Pro173Leu (figura 25). 
 

































Figura 25: Actividad de cantidades crecientes del vector de expresión pcDNA-
SREBP1c silvestre (WT) o con las variantes Pro173Leu y Thr202Met sobre el 
promotor de la glucoquinasa de rata (pRGKL-1448) en un ensayo luciferasa en células 
COS7. Los resultados se muestran como inducción respecto al vector pcDNA vacío y 
asignando el 100% a la proteína silvestre. ** p<0.02; ***p<0.001 
 
 
La construcción reportera utilizada estaba realizada sobre el vector pGL3-
basic. Se ha descrito que este vector contiene una “caja E” críptica en su 
MCS a la que puede unirse SREBP1 355. Por otro lado, la sobreexpresión de 
cualquier factor de transcripción en este tipo de ensayos puede provocar una 
activación inespecífica del gen reportero. Para confirmar que la actividad 
cuantificada era específica se utilizó en paralelo otra construcción en la que 
se eliminaron los dos sitios “SRE” presentes en dicho promotor, 
observándose una disminución en la actividad hasta niveles comparables a 
los obtenidos sin promotor. Por tanto la señal obtenida era específica y la 
mutación Thr202Met provocaba una pérdida de actividad respecto a la 
forma silvestre (WT), a pesar de existir niveles comparables de ambas 
proteínas (figura 26). 
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Figura 26: Transfección de células COS-7 con vectores de expresión para SREBP1c 
(WT o Thr202Met), un plásmido reportero, con la secuencia de la luciferasa bajo el 
control del promotor de la glucoquinasa silvestre o con los sitios “SRE” mutados 
(pRGKL-1448mab), y el vector pGFPN1 como control interno. La figura muestra la 
actividad luciferasa normalizada como inducción respecto a la actividad basal en ausencia 
de SREBP1, y representa el promedio de tres transfecciones independientes con dos 
determinaciones en cada una. (**p< 0,005). 
 
 
Para confirmar el resultado obtenido en el ensayo luciferasa se cuantificó 
directamente la inducción del mensajero de la glucoquinasa en respuesta a la 
sobreexpresión de SREBP1c. Para ello utilizamos como modelo el cultivo 
primario de hepatocitos rata ya que las líneas celulares de hepatoma no 
expresan glucoquinasa. Debido a la baja eficiencia de transfección de los 
hepatocitos primarios en cultivo, decidimos utilizar para la expresión de la 
proteína silvestre (WT) y Thr202Met, vectores adenovirales que se 
prepararon siguiendo el método descrito por He y colaboradores356 tal y 
como se indica en el capítulo material y métodos. 
En la figura 27 se observa que los vectores adenovirales obtenidos eran 
infectivos y expresaban la proteína GFP lo cual permitía el seguimiento de 
la infección mediante citometría de flujo o microscopía de fluorescencia 
(figura 27A). Los adenovirus SREBP1c WT o Thr202Met infectaban el 
cultivo primario de hepatocitos de rata y tras 18h sobreexpresaban 
cantidades comparables de ambas proteínas al determinarlas mediante 
western-blot (figura 27B). En este modelo la forma silvestre de la proteína 
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era capaz de inducir el mensajero de la glucoquinasa hepática de rata a 
niveles comparables a los de 100nM de insulina, mientras que la forma 


















































Figura 27: Sobreexpresión de SREBP1c mediante vectores adenovirales. (A) Los 
vectores generados eran infectivos y sobreexpresaban GFP permitiendo el seguimiento de 
la infección mediante microscopía confocal. (B) Los adenovirus infectaban hepatocitos de 
rata en cultivo primario, sobreexpresando cantidades comparables de la proteína WT y 
Thr202Met, siendo detectadas mediante western-blot. (C) En estas condiciones la proteína 
WT inducía el gen de la glucoquinasa de modo comparable al tratamiento con 100nM 
insulina, mientras que la forma mutada provocaba una inducción mucho menor. La figura 
muestra los resultados de la cuantificación del mensajero de la glucoquinasa normalizada 




Paralelamente, el efecto de esta mutación se estudió en células de origen 
humano. Se realizó una transfección transitoria en la línea celular Chang 
liver con los vectores de expresión de la isoforma 1a y 1c tanto silvestre 
como mutada, cuantificando la inducción de genes diana de cada una de las 
isoformas (figura 28). Concretamente, el receptor de lipoproteínas LDL 
(LDLr) o el gen ácido graso sintasa (FAS) respectivamente. Para demostrar 
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que la inducción no se debía a un efecto inespecífico debido a la 
sobreexpresión de un factor de transcripción, se transfectó en paralelo una 
construcción en la que habíamos delecionado residuos claves en el dominio 

























































































WT-1a Thr226Met Mut-1a pcDNA
B
 
Figura 28: Actividad de las isoformas SREBP1a y 1c silvestres y mutadas en la 
inducción de sus genes diana. Células Chang liver se transfectaron con los vectores de 
pcDNA3-SREBP1a y -1c (WT, con las variantes Thr202Met y Thr226Met, o los controles 
negativos pcDNA3-SREBP Mut-1a o -1c) o con el vector vacío (pcDNA3). Seis o nueve 
horas postransfección se estudió la inducción de genes diana mediante PCR cuantitativa. 
(A) La inducción del gen ácido graso sintasa (FAS) se utilizó para valorar la actividad de 
SREBP1c y (B) el gen del receptor de LDL (LDLr) se utilizó para valorar la actividad de 
SREBP1a. Las gráficas muestran la inducción promedio de cuatro transfecciones 
independientes (media ± SEM).*p< 0,05. Paralelamente, se analizó el nivel de 
sobreexpresión de SREBP1 mediante western-blot utilizando la actina como control 
endógeno. 




Como se observa en la figura 28 la inducción en el mensajero de los genes 
diana era menor con las proteínas mutadas (Thr202Met y Tr226Met), y nula 
con los controles negativos (Mut-1c y Mut-1a).  
 
Un experimento complementario fue la infección con los adenovirus 
purificados por gradientes de cloruro de cesio a través de la vena de la cola 
de ratones tratados con estreptozotocina, para sobreexpresar la forma 
silvestre y Thr202Met de SREBP1c directamente en el hígado. No obstante, 
el estudio por western-blot, PCR cuantitativa y cuantificación de la 
glucemia de dichos ratones indicó que la sobreexpresión no había sido 
suficientemente efectiva como para provocar un efecto. Este hecho 
probablemente fue debido a que la diálisis utilizada para eliminar el cloruro 
de cesio provocó una dilución excesiva de los adenovirus e impidió la 
infección con un título elevado de virus.  
 
Para profundizar en el mecanismo causante de la pérdida de actividad, 
investigamos si la mutación ocasionaba una alteración en la localización 
nuclear de la forma madura de SREBP1. Para ello realizamos un análisis 
inmunocitoquímico de células transfectadas con la proteína silvestre y 
mutada, observándose que en ambos casos la proteína co-localizaba con la 
tinción realizada con TOPRO3, y que por tanto presentaba una localización 
nuclear (figura 29A). Este resultado se confirmó mediante western-blot de 
extractos nucleares obtenidos tras infectar células HEK293 con vectores 
adenovirales, para sobreexpresar la proteína SREBP1c silvestre y mutada 
(figura 29B). 
 
































Figura 29: Localización subcelular de SREBP1. (A) Análisis inmunocitoquímico de 
células Chang Liver transfectadas con la forma madura de SREBP1 (WT o Thr226Met), o 
con el vector pcDNA3 vacío. La imagen muestra la señal de SREBP1 (verde), tinción 
nuclear (rojo) o la combinación de ambas (Merge). Escala, 20 µm. Amplificación original, 
40×. (B) Análisis mediante western-blot del extracto nuclear y citosólico de células 
HEK293 en las que se sobreexpresó la forma madura de SREBP1c WT y Thr202Met. 
 
 
Una posible explicación de la pérdida de actividad ocasionada por la 
mutación Thr226Met podría ser la disminución en su unión a ADN. Para 
estudiarlo se realizó un ensayo de retardo en la movilidad electroforética 
(EMSA) utilizando sondas con elementos “SRE” o “cajas E” y las proteínas 
sintetizadas in vitro mediante un lisado de reticulocitos de conejo. 
Como se observa en la figura 30, la cuantificación de las bandas obtenidas 
demostró que la unión a ADN de la proteína con la mutación Thr226Met era 
ligeramente inferior a la de la proteína WT a pesar de utilizar niveles 
comparables de ambas proteínas. 
 

































Figura 30: Ensayo EMSA realizado con las proteínas SREBP1 WT, Pro197Leu y 
Thr226Met sintetizadas in vitro con un sistema de reticulocitos de conejo. (A) 
Cantidades crecientes de las distintas proteínas se incubaron durante 30 min a 4ºC con un 
fragmento de ADN marcado con 32P y que contenía el elemento de unión “SRE”. Como 
control negativo se utilizó la reacción de traducción in vitro realizada con el vector pcDNA 
vacío. La figura muestra un experimento representativo de tres ensayos independientes. (B) 
Cuantificación de las distintas bandas como porcentaje respecto a la intensidad de la 
proteína WT y presentada como media±SEM. La comparación estadística entre grupos se 
realizó utilizando el valor t de Student. *p < 0,05. (C) El western-blot de las proteínas 




                                                                                                                  Resultados 
 
 138
En un análisis western-blot de las proteínas SREBP1 WT y Thr226Met 
sobreexpresadas en células Chang liver se observaba una distinta migración 
electroforética entre la forma silvestre y la mutada (figura 31). 
 
































Figura 31: Migración electroforética de las proteínas SREBP1 WT y Thr226Met. La 
imagen demuestra que la proteína mutada migra visiblemente más rápido y que tras 24h los 
niveles sobreexpresados de esta son menores que los de la proteína silvestre. La imagen 
mostrada es representativa de tres experimentos independientes. 
 
 
Hasta la fecha se han descrito numerosas modificaciones postraduccionales 
en SREBP1 que regulan su actividad y su estabilidad pero ninguna de ellas 
afecta al residuo Thr226 (Thr202 de SREBP1c) o a residuos cercanos. Por 
ello se realizó una predicción informática de las posibles modificaciones 
postraduccionales que podrían afectar a este residuo mediante distintos 
programas y bases de datos. El estudio mostró que los residuos Thr226 y 
Thr227 podrían ser o-glucosilados y que la mutación Thr226Met impediría 
esta modificación. El programa NetPhosK 1.0 Server identificó débilmente 
el residuo Thr228 como una posible diana de fosforilación por PKC y la 
mutación Thr226Met reducía en un 25% la probabilidad asignada al residuo 
Thr228 como diana de esta quinasa. 
Para la identificación de esta posible modificación postraduccional 
obtuvimos extractos nucleares de células HEK293 infectadas con 
adenovirus de forma que sobreexpresaban grandes cantidades de las formas 
maduras de SREBP1c silvestre o Thr202Met. Ambas proteínas se 
purificaron mediante cromatografía de afinidad, utilizando un anticuerpo 
monoclonal anti-SREBP1 y se analizaron posteriormente mediante 
espectrometría de masas MALDI-TOF, aunque ni este experimento ni 
ensayos in vitro de defosforilación realizados con λ fosfatasa permitieron 
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confirmar ni descartar si esta mutación afectaba a la fosforilación o a otro 
tipo de modificación postraduccional de SREBP1. 
 
Los experimentos mostrados anteriormente se realizaron sobreexpresando 
las proteínas a tiempos cortos (6 y 9 horas postransfección) en las que los 
niveles de expresión de las proteínas SREBP1 WT y Thr226Met/Thr202Met 
eran comparables. Sorprendentemente al estudiar la expresión de las 
proteínas a tiempos más largos (hasta 24h postransfección) los niveles de 
expresión de las proteínas mutadas eran ostensiblemente menores (figura 
31).  
Para estudiar más profundamente si este efecto era debido a un aumento en 
la velocidad de degradación de la proteína mutada, se analizó la vida media 
de la proteína tras la sobreexpresión de SREBP1 silvestre y mutado en 
células HEK293. 18 horas después de la transfección se adicionó al medio 
de cultivo 100µM cicloheximida para detener la traducción proteica y se 
congelaron las células a distintos tiempos de incubación. Los extractos 
celulares se analizaron mediante western-blot como se ha descrito 
anteriormente. La expresión de SREBP1 se cuantificó respecto a la de actina 
confirmándose que la mutación Thr226Met aceleraba la degradación de la 
proteína (figura 32). 
 
La estabilidad de SREBP1 está regulada por su degradación a través de la 
vía ubiquitin-proteasoma de forma dependiente de la fosforilación y 
acetilación de determinados residuos. Una hipótesis atractiva es que el 
residuo Thr226 o algún residuo próximo a este podría ser directamente 
modificado postraduccionalmente y que la mutación Thr226Met alteraría la 
modificación de dicho residuo, disminuyendo su estabilidad y actividad. 
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Figura 32: Degradación de las proteínas SREBP1 WT y Thr226Met en presencia de 
cicloheximida. Las proteínas SREBP1 silvestre y mutada fueron sobreexpresadas en 
células HEK293 durante 24 horas. Posteriormente se añadió 100µM cicloheximida para 
detener la síntesis proteica y se congelaron las placas a distintos tiempos. Los extractos 
celulares fueron analizados mediante western-blot. Las distintas bandas se cuantificaron y 
se normalizaron en función de la cantidad de actina. La figura representa la disminución de 
la cantidad relativa de SREBP1/actina respecto a la intensidad inicial.  
 
 
Paralelamente comenzamos una segunda aproximación para determinar la 
importancia del residuo Thr226 en SREBP1. Para ello se clonaron las 
regiones activas (aminoácidos 1-403 de SREBP1c y 1-427 de SREBP1a) de 
la proteína silvestre y mutada en pauta con una repetición de seis residuos 
de histidina en el vector pPROEXHTa para su expresión en células 
procariotas, concretamente en la cepa BL21-RIL de E.coli. Hasta la fecha 
hemos conseguido sobreexpresar correctamente y en forma soluble estas 
proteínas y purificarlas. Brevemente el protocolo consiste en la 
precipitación de las proteínas con un 15% de (NH4)2SO4, la posterior 
cromatografía de afinidad mediante una columna HisTrap chelating HP y 
una purificación final mediante una columna de intercambio iónico Hi-Trap 
SP. La pureza alcanzada fue de un 80% según puede apreciarse en geles de 
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SDS_PAGE teñidos con Coomasie (figura 33). Esta proteína es 
suficientemente pura para su utilización en ensayos in vitro y evaluar la 
posible implicación del residuo Thr202 en modificaciones postraduccionales 
como la fosforilación por proteína-quinasas humanas. 
No obstante este grado de pureza es insuficiente para abordar la 
cristalización de la proteína. El estudio realizado por espectrometría de 
masas MALDI-TOF indicó que la principal proteína contaminante era la 
chaperona procariota GroEL homóloga a la chaperona humana HSP90. 
A










Figura 33: Purificación de la proteína His-SREBP1. A.- Cromatografía de afinidad (His-
Trap): (a) Fracción insoluble tras la sonicación; (b) Fracción soluble tras la sonicación; (c) 
Fracción precipitada al 15% de (NH4)2SO4; (d-f) Fracción no precipitada al 15% de 
(NH4)2SO4; (g) Fracción no retenida por la columna; Las fracciones 2-28 corresponden al 
gradiente 0Æ300mM imidazol. Las fracciones 29-34 corresponden a 500mM imidazol. 
*Banda correspondiente a SREBP1; ++Banda correspondiente a la principal proteína 
contaminante. B.- Cromatografía de intercambio iónico (Hi-Trap): (a) Solución inicial; Las 
fracciones 1-15 corresponden a el lavado inicial con 50mM NaCl; las fracciones 16-44 
pertenecen al gradiente 50Æ450mM NaCl.  
 
 
5.2-3.2. Estudio de las variantes localizadas en las regiones de unión 
intrón-exón 
 
La formidable biodiversidad humana y las diferencias en los rasgos 
individuales no son explicadas por las mutaciones exónicas de los 20000 
genes humanos conocidos y que provocan sustituciones de aminoácidos, 
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desplazamiento de la pauta de lectura o proteínas truncadas. Numerosas 
evidencias demuestran que variantes en regiones no codificantes como 
regiones promotoras, regiones 5´ y 3´ no traducidas (5´UTR y 3´UTR), 
regiones intrónicas o regiones intergénicas (grandes regiones entre genes) 
pueden contribuir cuantitativa y cualitativamente a la alteración de la 
expresión génica afectando al splicing, a la transcripción o a la traducción. 
Por tanto la relevancia clínica y funcional de estas variantes no debe ser 
ignorada ni infravalorada357. 
Algunas variantes identificadas en el gen SREBF1 están localizadas en las 
regiones de unión intrón-exón. Estas regiones tienen unas secuencias 
altamente conservadas y una modificación de las mismas podría alterar el 
correcto procesamiento de las regiones intrónicas y exónicas creando o 
eliminando sitios aceptores o donadores de splicing. Esto podría dar lugar a 
una alteración en la expresión del gen o a la formación de ARN mensajeros 
aberrantes. Por ello, realizamos el análisis de las variantes encontradas en 
estas regiones y de su capacidad para modificar las regiones intrón-exón 














Figura 34: Predicción informática de sitios aceptores de splicing del exón 2 y 19c del 
gen SREBF1. Efecto de las variantes encontradas en las regiones de unión intrón-exón del 
gen SREBF1. (A) IVS1 –11delTCC. B) rs11868035C>T (IVS18-3C>T)  
 
 
Este programa realiza una predicción de los sitios de procesamiento del pre-
ARN mensajero humano, indicando los sitios más probables de inicio y fin 
de los intrones en función del potencial codificante de las secuencias, la 
secuencia de los sitios de procesamiento y la distancia entre ellos. 
Llamamos “donador de splicing” al primer nucleótido de un intrón y 
“aceptor de splicing” al último nucleótido del intrón. La numeración 
utilizada es respecto a la hebra directa del ADN en dirección 5' a 3'.  
El estudio se aplicó a las variantes IVS1 –11delTCC y rs11868035 (IVS18-
3C>T) ya que se encuentran en una región “aceptora de splicing”. En ambos 
casos el programa utilizado reconocía como aceptor de splicing al 
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nucleótido descrito en las bases de datos para el gen SREBF1 y ninguna de 
estas variantes desplazaba este punto ni eliminaba dicha región, aunque 
como se observa en la figura 34 ambas modificaban ligeramente el nivel de 
confianza de detección. Por tanto estas variantes probablemente no 
modifiquen el correcto procesamiento del mensajero de SREBP1 aunque no 
podemos descartar que modifiquen la eficiencia del proceso ya que como 
hemos descrito anteriormente, estas variantes y fundamentalmente IVS1 –
11delTCC se asocian con un aumento en el riesgo de desarrollar DM2. 
 
El análisis se amplió a la variante rs2297508 localizada en el exón 18c de 
SREBP1c para evaluar si podría crear sitios donadores de splicing 
aberrantes. 
Esta variante se asociaba en nuestro estudio con DM2 en los haplotipos 
formados con las variantes rs11868035 o con rs13306736 y 5´UTR1a-
36delG, y previamente había sido asociada por otros grupos con obesidad 
mórbida 338 o con dislipémia asociada al tratamiento con antiretrovirales en 
enfermos de VIH-1 337. Nuevamente el programa detecta como donador más 
probable al nucleótido descrito en las bases de datos. La variante 
rs2297508G>C no ocasionaba ningún desplazamiento en este sitio, salvo 









Figura 35: Predicción informática del sitio donador de splicing  del exón 18c del gen 
SREBF1. Efecto de la variante rs2297508G>C en la región de unión exón-intrón. 
 
 
5.2-3.3. Estudio de las variantes localizadas en la región reguladora 
3´UTR de SREBP1c 
 
Las regiones 3´UTR son un importante componente estructural del ARNm. 
Estas regiones pueden modular la expresión génica358 afectando a la 
localización, la estabilidad del ARNm o controlando la traducción. Un 
elemento clave en la regulación mediada por estas regiones son los 
elementos ricos en adenina y uracilo denominados ARE (cis-acting adenine-
uridine-rich element) como los motivos del tipo AUUUA. Estos elementos 
permiten la unión de proteínas específicas denominadas ARE-BP (ARE-
binding proteins) que regulan la estabilidad y la degradación del ARNm, 
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permitiendo a las células ajustar rápidamente la expresión de factores cuya 
sobreexpresión sería nociva para el organismo. 
Tres elementos ARE han sido identificados en el ARNm de SREBP1c de 
rata como posibles mediadores de la regulación por PUFA de la estabilidad 
y expresión de dicho mensajero 260. Realizando un alineamiento entre el 
mensajero de rata y el humano se observa que estos elementos están 
conservados en ambas secuencias, lo que sugiere que también podrían 
desempeñar un importante papel en la regulación de la expresión del 
mensajero humano. Además, a diferencia de la variante 3´UTR+208delCC 
que está en una región poco conservada en el mensajero de ambas especies, 
la variante 3´UTR+334delTTT provoca la pérdida de tres uracilos entre dos 






Figura 36: Homología entre las regiones 3´UTR del gen SREBF1 de rata y humano. Se 
muestra la localización de la variante 3´UTR+334delTTT así como de la señal de 
poliadenilación sobre la secuencia humana. En la secuencia de rata se encuadran las 
regiones ARE propuestas como posibles reguladores de la estabilidad del mensajero 260. 
 
 
Como aproximación para estudiar si alguna de estas variantes alteraba la 
transcripción o la traducción de SREBP1c se diseñaron unas construcciones 
para cuantificar la expresión del gen de la luciferasa dirigida por el 
promotor y las regiones 5´ y 3´UTR de SREBP1c. Además de la 
construcción con la secuencia silvestre se clonaron también otras con las 
deleciones 3´UTR+208delCC y 3´UTR+334delTTT (figura 14). 
Como se ha detallado en la introducción, los PUFA pueden regular 
SREBP1c a tres niveles: (i) a nivel de promotor, inhibiendo su 
transcripción; (ii) desestabilizando el mensajero y (iii) inhibiendo la 
maduración de la forma precursora. La región promotora y 5´UTR es 
idéntica en todas estas construcciones; por tanto, en caso de existir 
diferencias en su actividad serían debidas a las variaciones en sus regiones 
3´UTR. 
El ensayo realizado en células HepG2 demostró que la construcción con la 
variante 3´UTR+334delTTT presentaba un ligero pero significativo 
aumento en la expresión de luciferasa en condiciones basales (figura 37A). 
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Figura 37: Efecto en la actividad transcripcional de las variantes identificadas en la 
región 3´UTR de SREBP1c. En las construcciones utilizadas, el gen de la luciferasa es 
expresado bajo el control del promotor y la región 5´UTR silvestres del gen SREBF1c así 
como de las región 3´UTR silvestre (WT) o con las variantes 3´UTR+208delCC (DEL CC) 
o 3´UTR+334delTTT (DEL TTT). Las distintas construcciones se transfectaron en células 
HepG2 junto con el control interno pRenilla. 24 horas después se cuantificó la señal de la 
luciferasa y de la renilla. (A) La figura muestra la media±SEM de la señal basal de la 
luciferasa normalizada con los valores de renilla y referenciado a la construcción silvestre. 
*p<0,05. (B) Efecto de la incubación durante 24h con distintas concentraciones de ácido 
araquidónico, sobre la inhibición de la expresión de la luciferasa en las distintas 
construcciones. La figura muestra la señal luciferasa normalizada respecto a la señal renilla 
y referenciada a la señal de cada construcción en ausencia de ácido araquidónico a la que se 
dio el valor 100%. 
 
Puesto que esta variante podría alterar los sitios ARE implicados en la 
desestabilización del mensajero de SREBP1c por PUFA, evaluamos la 
actividad luciferasa de estas construcciones en presencia de concentraciones 
crecientes de ácido araquidónico. Como se observa en la figura 37B 
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ninguna de las variantes alteraba la expresión de la luciferasa en estas 
construcciones. 
 
5.2-3.4. Estudio de las variantes localizadas en las regiones 
reguladoras 5´UTR de SREBP1a y SREBP1c 
 
Para el estudio de las variantes encontradas en las regiones 5´UTR de 
SREBP1a y 1c se diseñaron construcciones en las que el gen de la luciferasa 
se expresaba bajo el control del promotor y la región 5´UTR de cada una de 
las isoformas, tanto silvestre como con las variantes encontradas  (figura 
14).  
Las construcciones con las regiones correspondientes a la isoforma 
SREBP1a fueron transfectadas en células HepG2 observándose que ninguno 
de estos cambios (-36delG o -150G>A) alteraba la actividad basal respecto a 


























Figura 38: Efecto de las variantes identificadas en la región 5´UTR de SREBP1a sobre 
su actividad transcripcional. En las construcciones utilizadas, el gen de la luciferasa se 
expresa bajo el control del promotor y la región 5´UTR (silvestre o mutada) del gen 
SREBF1a. Las distintas construcciones se transfectaron en células HepG2 junto con el 
control interno pRenilla. 24 horas después se cuantificó la señal de la luciferasa y de la 
renilla. La figura muestra la media±SEM de la señal basal de la luciferasa normalizada con 
los valores de renilla y referenciado a la construcción WT.  
 
 
La variante -60G>A está situada en la posición -6 respecto al inicio de la 
transcripción de la isoforma SREBP1c. El programa de análisis de 
promotores Matinspector predecía que el cambio -60G>A podía crear un 
sitio de unión para el factor USF (upstream stimulatory factor) (figura 39). 














Figura 39: Predicción informática del efecto de la variante -60G>A sobre los lugares 
de unión del promotor de SREBF1c. El programa de análisis MatInspector indica que 
esta variante podría generar la aparición de un nuevo sitio de unión para los factores USF. 
 
 
A pesar de esta predicción informática, este cambio no alteraba la actividad 
basal de la construcción. Por el contrario, el cambio -38G>A presente en la 
región 5´UTR1c si aumentaba significativamente esta actividad. Al 
introducir la variante -38G>A en la construcción -60G>A para generar un 
doble mutante, se observaba nuevamente un aumento significativo en la 
actividad basal, confirmando el efecto sobre la actividad de la variante 
5´UTR-38G>A. Esta variante no alteraba la inhibición provocada por 
distintas concentraciones de ácido araquidónico. Tampoco alteraba 
significativamente la inducción causada por concentraciones crecientes de 
TO-901317, un agonista de los factores LXR (figura 40). 
 










































































Figura 40: Efecto de las variantes situadas en el promotor y la región 5´UTR de 
SREBP1c en su actividad transcripcional. Las construcciones se transfectaron en células 
HepG2 junto con el control interno pRenilla. 24 horas después se cuantificó la señal de la 
luciferasa respecto a la de la renilla. (A) La figura muestra la media±SEM de la señal basal 
referenciada a la construcción silvestre. La comparación estadística se realizó utilizando el 
valor t de Student. **p < 0,02. (B) Tras la transfección, las células fueron incubadas con 
concentraciones crecientes de ácido araquidónico. La figura muestra la inhibición de la 
transcripción calculada como porcentaje de señal respecto a la actividad sin ácido 
araquidónico. (C) Tras la transfección, las células fueron incubadas con concentraciones 
crecientes de TO-901317. La figura muestra la inducción de la transcripción, calculada 
como porcentaje de señal respecto a la actividad sin TO-901317. 




La estructura secundaria del ARNm desempeña un importante papel en la 
regulación de la expresión génica. Por ejemplo, los bucles formados en las 
regiones 5´ y 3´ son importantes en la regulación de la estabilidad del 
mensajero. Aunque su papel aumentando o disminuyendo el tiempo de vida 
del tránscrito todavía es desconocido podría implicar la interacción con 
factores reguladores de la traducción o de la rápida degradación de los 
ARNm. El análisis mediante el programa RNAstructure version 4.3 de la 
región 5´UTR de SREBP1c mostró que la variante -38G>A ocasionaba una 
alteración en estos bucles (figura 41). Una posible hipótesis es que el 
aumento en la actividad de la variante 5´UTR-38G>A se deba a la 
modificación en la eficiencia de transcripción, traducción o estabilidad del 







Figura 41: Estructura secundaria de mínima energía calculada por el programa 
RNAstructure v.4.3 para la región 5´UTR de SREBP1c silvestre o 5´UTR-38G>A. Esta 
variante provoca la aparición de un bucle que podría alterar la estabilidad o la traducción 
del ARNm. La posición -38 se señala en rojo. 
 
 
5.2-4. Implicación de SREBP1 en diabetes monogénicas 
 
Las diabetes tipo MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) son 
enfermedades monogénicas que generalmente comparten cuatro 
características: (i) tienen un patrón de herencia autosómico dominante; (ii) 
se manifiestan generalmente antes de los 25 años; (iii) no existen 
marcadores pancreáticos de autoinmunidad y (iv) cursan con un defecto 
primario en la función β pancreática. A pesar de estas características 
generales, dentro de este subgrupo se incluyen casos con características 
clínicas y genéticas muy variadas93. 
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En los últimos años se ha avanzado mucho en el conocimiento de los genes 
responsables de la mayoría de formas de esta enfermedad (tabla 1) aunque 
todavía existen familias (aproximadamente un 15-20%) con una herencia 
autosómica dominante de diabetes mellitus no autoinmune en las que no se 
ha identificado el gen responsable y que se conocen como MODYX359. 
Como se ha apuntado en el capítulo “introducción”, trabajos recientes 
sugieren una implicación directa de SREBP1c en los mecanismos de síntesis 
y secreción de insulina; por tanto, una alteración severa en la expresión o 
actividad de este factor podría estar implicada en casos de diabetes tipo 
MODY.  
Por este motivo iniciamos una colaboración con el Servicio de 
Endocrinología y Diabetes del Hospital de Cruces (Barakaldo. Bizkaia) para 
el rastreo molecular del gen SREBF1 en familias con MODYX. 
Sorprendentemente se identificó la variante 5´UTR-38G>A en dos 
individuos afectos en una de las familias estudiadas. Los portadores son 
hermanos aunque desgraciadamente por el momento no disponemos de más 






Figura 42: Árbol genealógico de los individuos diagnosticados como MODYX en los 
que se encontró la variante 5´UTR-38G>A. 
 
 
La variante 5´UTR-38G>A se identificó por primera vez en una mujer de 53 
años diagnosticada como DM2. Ante la posibilidad de que se tratara de un 
caso de MODYX mal diagnosticado se estudió a los otros miembros de esta 
familia (figura 43). La madre (78 años) es también diabética tipo 2. El 
padre del probando es supuestamente portador de la variante, pero murió a 
los 50 años y no disponemos de ningún dato adicional. Los hijos del 
probando tienen entre 25 y 31 años y son sanos. 





























Figura 43: Árbol genealógico de los familiares del paciente (individuo 4) en el que se 
identificó la variante 5´UTR-38G>A en población valenciana. El genotipo del individuo 
1 ha sido inferido a partir de sus familiares. 
 
 
Los parámetros clínicos disponibles de esta familia se resumen en la tabla 
12. 
2 4 5 6 7
Sexo (H/M) M M M V V
Edad (años) 78 53 29 31 25
IMC (Kg/m2) 25,5 30,3 24,9 27 23,2
Cintura/cadera 0,881 0,883 0,845 0,898 0,882
Glucosa en ayuno (mg/dl) 116 127 89 87 75
Insulina (µg/ml) 13 11,5 8,6 7,6 3,1
PAS (mmHg) 170 1730 100 105 110
PAD(mmHg) 90 90 65 70 75
Trigliceridos (mg/dl) 135 103 90 68 86
Colesterol total (mg/dl) 242 227 145 142 178
HDL-colesterol (mg/dl) 52 43 28 27 27
LDL-colesterol (mg/dl) 163 163 99 101 134
VLDL-colesterol (mg/dl) 27 21 18 14 17
Apolipoproteína B (mg/dl) 134 111 79,5 77,8 113
Apolipoproteína A (mg/dl) 179 134 98 105 102
HbA1c (g/dl) 5,9 5,4 4,4 4,5 4,3
INDIVIDUO
 
Tabla 12: Parámetros bioquímicos y antropométricos determinados en familiares del 
paciente en el que se identificó por primera vez la variante 5´UTR-38G>A  
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En este estudio de las familias MODYX también se identificaron dos 
variantes intrónicas (IVS18+7A>T e IVS14+3G>T) en dicho gen, aunque 
ninguna de ellas cosegregaba con la enfermedad en las familias portadoras.  
 
5.3- ESTUDIO DE POLIMORFISMOS EN EL 
GEN INSIG2 
 
Las proteínas INSIG1 e INSIG2 (Insulin induced gene1-2) participan en la 
regulación general de los SREBPs, y probablemente, en la regulación 
diferencial del procesamiento de cada una de las isoformas de SREBP. 
En este trabajo hemos examinado si seis frecuentes variantes en el gen 
INSIG2, presentes en las bases de datos del genoma humano, están 
asociadas con DM2 o fenotipos clínicos relacionados con esta enfermedad.  
 
5.3-1. Selección de las SNP estudiadas 
 
La selección de las variantes a estudiar se realizó entre los polimorfismos 
presentes en las bases de datos del genoma humano 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). Las variantes de estudio se 
seleccionaron en función de tres criterios: 
1.- Polimorfismos que presentaban una alta heterozigosidad. El punto de 
corte se estableció en una frecuencia teórica del alelo minoritario mayor o 
igual al 10%. 
El análisis previo del poder estadístico del estudio indica que con el número 
de muestras analizadas es posible detectar para un valor de P= 0,05 y con un 
80% de potencia variantes que presenten una frecuencia próxima al 10% y 
que estén asociadas con un odds ratio igual o superior a 1,85, asumiendo un 
modelo dominante. 
 
2.- Variantes que supusieran una alteración en la secuencia aminoacídica o 
en las zonas de unión intrón-exón. Las proteínas de la familia INSIG tienen 
una alta homología entre sí y se diferencian fundamentalmente en su 
regulación. Por este motivo nuestro estudio también se centró en las 
variantes localizadas en el promotor de INSIG2 que potencialmente podrían 
afectar a la unión de distintos factores de transcripción modificando la 
regulación transcripcional de este gen.  
3.- Las variantes seleccionadas debían “informar” sobre la variación 
genética de la mayor parte del gen INSIG2 en función de los datos 
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disponibles en el proyecto Hap Map II (release no. 21; 
http://www.hapmap.org/). 
 
En función de estos tres criterios seleccionamos seis polimorfismos situados 
en el promotor de INSIG2: rs17587254:G>A; rs7589375:T>C; 
rs4849676:T>C rs10185316:C>G rs11123469:T>C y rs4848492:T>C 
El análisis realizado mediante los programas Transfact y Genomatix indicó 
que la variante rs7589375:T>C estaba localizada en un elemento de unión 
reconocido por los factores de transcripción 1 y 3 de la familia GATA. Este 
elemento cTCAAtcttc cambiaba a cTCAAccttc en la variante 
rs7589375:T>C perdiendo el sitio de unión teórico para los factores GATA. 
La variante rs4849676:T>C provocaba la aparición de un sitio de unión para 
la proteína de unión al elemento de respuesta a cAMP 
(gtgtttTGATgtgaagtat) que no estaba presente en la secuencia silvestre. 
De modo similar, la variante rs10185316:C>G inducía la aparición de un 
sitio de unión para HNF-1 (ggcCAATtatacacaat) que no estaba presente en 

































Figura 44: Predicción informática del efecto de las variantes estudiadas en los sitios de 
unión del promotor de INSIG2 según los programas MatInspector y Transfac. En las 
figuras 39B y 39C se muestran las secuencias antisentido. 
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En función de los datos obtenidos a partir del proyecto Hap Map II (release 
no. 21) la variante rs7589375:T>C, también captura variación genética de 
los siguientes polimorfismos:  
rs13412017:A>T (D´=0,828; r2=0,686)  
rs7571323:C>T (D´=0,828; r2=0,686); 
rs2422166:C>T (D´=0,834; r2=0,695); 
rs1352083:C>T (D´=1; r2=1);  
rs13393332:C>G (D´=1; r2=1); 
Por su parte, la variante rs4849676:T>C captura variación genética de:  
rs12475629:A>G (D´=0,898; r2=0,732); 
rs17047728:A>G (D´=0.89; r2=0,792); 
rs12613329:C>G (D´=1; r2=0,817); 
rs1123469:T>C (D´= 0,91; r2=0,81); 
 
5.3-2. Genotipado de las variantes y estudios de asociación 
 
Las variantes seleccionadas fueron estudiadas en 295 pacientes no 
relacionados con DM2 y 168 controles no diabéticos pertenecientes a la 
genoteca descrita anteriormente. 
El genotipado de las muestras se realizó mediante el sistema PCR-multiplex 
y minisecuenciación como está descrito en el capítulo material y métodos. 
Los distintos genotipos se analizaron mediante los programas SNPstat y 
Haploview observándose que tres de las SNPs estudiadas mostraban una 
asociación significativa con DM2 (tabla 13). 
Los individuos con al menos un alelo C para las variantes rs4849676:T>C 
[χ2= 7,29; P= 0,0069, odds ratio= 2,56 (CI 95% =1,27-5,16); P=0,005] y 
rs11123469:T>C [χ2= 5,21; P=0,022, odds ratio= 2.14 (CI 95% =1,10-4,16); 
P=0,019] tenían un mayor riesgo de desarrollar DM2 comparado con 
aquellos que tenían dos alelos T. 
El alelo C para la variante rs7589375:T>C estaba fuertemente asociado con 
una disminución en el riesgo de desarrollar DM2 comparado con el alelo T 
al aplicar un modelo codominante o aditivo y más fuertemente al aplicar un 
modelo recesivo [χ2= 7,56; P=0,0059, odds ratio =0,33 (CI 95% =0,14-
0,75); P=0,0063]. Al ajustar las muestras por edad, sexo e IMC mediante 
una regresión múltiple esta variante continuaba asociada a una disminución 
en el riesgo de DM2 al aplicar un modelo aditivo, es decir, al asumir un 
efecto aditivo para la presencia de cero, uno o dos alelos-C [odds 
ratio=0,66; (95%CI=0,45-0,98); P= 0,037]; al aplicar un modelo dominante, 
que asume que la presencia de un solo alelo-C es suficiente para conferir el 
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riesgo de DM2  se observa una tendencia similar [odds ratio=0,63; 
(95%CI=0,39-1,02), P=0,057]. 



















-rs4848492:T>C 0,002 - -
0,019
†












rs7589375:T>C 0,14 0,21 / 0,28 0,33 (0,14-0,75)
‡
FRECUENCIA GENOTIPO (%)
HWE P  VALOR*
FRECUENCIA DEL ALELO MINORITARIO
rs175872254:G>A Monomórfico - / - - -
 
Tabla 13: Distribución de genotipos y frecuencias alélicas de las SNPs estudiadas en el 
gen INSIG2 en casos y controles. Los valores P significativos se muestran en negrita. La 
secuencia de referencia utilizada fue (NT_022135.15).*Valores de P para el equilibrio de 
Hardy-Weinberg en el grupo control. †Modelo dominante. ‡Modelo recesivo. 
 
 
La variante rs17587254 fue encontrada en homozigosis en la población de 
estudio a pesar de que la frecuencia media del alelo minoritario descrita en 
las bases de datos del proyecto HapMap es de un 10%. La variante 
rs4848492 fue excluida del estudio ya que mostró una desviación del 
equilibrio de Hardy-Weinberg en la población control. 
 
La utilización de los programas Haploview, SNPstat y Pypop win32.0.6.0 
permitió establecer el desequilibrio de ligamiento entre las distintas 
variantes genotipadas (figura 45). 
 









Figura 45: Representación de las variantes estudiadas en el gen INSIG2 mediante el 
programa Haploview, con su localización. Los valores de desequilibrio de ligamiento se 
representan en los cuadrados, siendo más oscuros a mayor valor de r2. 
 
 
Las variantes rs4849676:T>C y rs11123469:T>C presentaban un elevado 
desequilibrio de ligamiento (D´= 0,91; r2=0,81). Por tanto la asociación de 
cada una de ellas con un aumento en el riesgo de DM2 no debería ser 
considerada independientemente. De hecho, la distribución del haplotipo C-
C era significativamente distinta entre casos (6,9%) y controles (3,2%), y 
significativamente aumentaba el riesgo de DM2 respecto al haplotipo T-T 
[odds ratio=2,15, (CI 95%= 1,12-4,16); P= 0,023] (tabla 14). 
Las dos variantes más fuertemente asociadas con DM2 en nuestro estudio, 
rs7589375:T>C y rs4849676:T>C, están situadas a tan solo 305pb. Aunque 
presentaban un bajo desequilibrio de ligamiento entre si (r2= 0,019), debido 
a su elevada frecuencia en la población estudiamos la asociación con DM2 
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de las combinaciones entre los alelos de ambas variantes. La distribución 
del haplotipo C-T difiere significativamente entre casos (20,7%) y controles 
(27,9%), mostrando una asociación negativa con DM2 respecto al haplotipo 
T-T [odds ratio=0,71, (CI 95%=0,52-0,97); P=0,034]. La distribución del 
haplotipo T-C también difería entre casos (7,5%) y controles (3,3%) 
aumentando el riesgo de DM2 respecto al haplotipo T-T [odds ratio=2,11; 
(CI 95%=1,10-4,05); P=0,025] (tabla 14). 
 
HAPLOTIPO
‡ rs7589375:T>C rs4849676:T>C rs11123469:T>C CASO/CONTROL OR (95% CI) P  valor
HAP-A T T - 0.72 / 0.69 1 -
HAP-B C T - 0.21 / 0.28 0.71 (0.52-0.97) 0.034
HAP-C T C - 0.08 / 0.03 2.11 (1.10-4.05) 0.025
HAP-D - T T 0.92 / 0.96 1 -
HAP-E - C C 0.07 / 0.03 2.15 (1.12-4.16) 0.023
 
Tabla 14: Genotipos y frecuencias de los haplotipos del gen INSIG2 en casos y 
controles. ‡Los genotipos corresponden a las combinaciones más frecuentes de las variantes 
rs7589375-rs4849676, y rs4849676-rs11123469. Los valores P significativos se muestran 
en negrita.  
 
 
5.3-3. Estudio funcional de las variantes de INSIG2  
 
Para investigar si alguno de los haplotipos encontrados influenciaba la 
transcripción del gen INSIG2, realizamos un ensayo de luciferasa con las 
variantes del promotor de dicho gen, a las que denominamos HAP-A, HAP-
B y HAP-C (figura 46). 
La región promotora del gen INSIG2 humano comprendida entre los 
nucleótidos –3589 y –12 (posición relativa al lugar de inicio de la 
transcripción) fue amplificada y clonada en el vector pGL3-basic, dirigiendo 
la expresión del gen reportero de la luciferasa, tal y como se describe en 
material y métodos.  
Los estudios funcionales se realizaron transfectando estas construcciones en 
células HepG2 e INS-1 junto a un vector pRenilla utilizado para la 
normalización y para corregir diferencias debidas a la eficiencia de 
transfección y/o de pipeteo.  
 





























































pGL3 basic - -
HAPLOTIPOS PRESENTES EN LAS CONSTRUCCIONES
 
Figura 46: Análisis de actividad transcripcional del promotor INSIG2 humano. A.- 
Las células HepG2 e INS-1 se transfectaron con 750ng de las distintas construcciones y con 
40ng de plásmido pRenilla sin promotor. La actividad luciferasa se normalizó respecto a los 
valores de renilla. Los resultados se presentan como media±SEM de cuatro transfecciones y 
tres experimentos independientes. La comparación estadística entre grupos se realizó 
utilizando el valor t de Student. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Los valores 
representan la inducción respecto al vector HAP-B. B.- La tabla muestra las combinaciones 
de las variantes rs7589375 y rs4849676 que forman el haplotipo de cada construcción 
representada en la figura 46A. 
 
 
En ambas líneas celulares se observó una menor actividad transcripcional 
para las construcciones con los haplotipos HAP-A y HAP-C comparado con 
la construcción HAP-B (figura 46). Cada transfección fue realizada por 
triplicado en tres experimentos independientes. Por tanto, la variante 
rs7589375-T parecía ser la responsable de la pérdida de actividad del 
promotor de INSIG2 en estas construcciones. La presencia de este alelo 
provoca una disminución en la actividad del promotor de INSIG2 que 
podría llevar a una alteración del metabolismo lipídico a través de una 
desregulación de los factores SREBPs.  
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Estos resultados demuestran que variantes genéticas del gen INSIG2 y 
especialmente la variante rs7589375:T>C influyen en el riesgo de DM2 en 
la población estudiada, lo cual podría deberse a una alteración causada por 
estas variantes en la expresión de INSIG2 y secundariamente a una 
desregulación de las proteínas SREBP. 
 
5.3-4. Asociación con parámetros bioquímicos y 
antropométricos 
 
En nuestro trabajo también examinamos si la variante rs7589375:T>C se 
asociaba con la alteración de los parámetros bioquímicos y antropométricos 
característica de la DM2. No encontramos ninguna asociación con los 
niveles de glucemia en ayuno, de lipoproteínas o IMC. No obstante, los 
portadores del alelo “T” presentaban un aumento significativo en la presión 
arterial diastólica, así como una disminución cercana a la significación en 
los niveles de insulina (tabla 15). 
 
C/C C/T T/T P  valor
Glucosa en ayuno (mg/dl) 152,7±26,7 144,1±31,6 156,9±43,3 0,113
Insulina (µg/ml) 22,6±15,7 14,7±8,6 12,9±9,4 0,074
IR HOMA 6,0±1,8 5,1±3,5 4,9±3,4 0,281
PAS (mmHg) 126,2±21,4 146,1±18,2 149,0±17,0 0,133
PAD(mmHg) 75,0±4,1 83,2±10,4 88,3±9,8 0,027
Trigliceridos (mg/dl) 161,7±106,9 146,7±63,6 167,3±111,7 0,426
Colesterol total (mg/dl) 183,2±32,5 215,4±66,1 216,9±42,1 0,693
HDL-colesterol (mg/dl) 46,0±10,9 43,9±14,8 45,5±9,9 0,099
LDL-colesterol (mg/dl) 105,0±49,5 132,9±48,1 137,1±37,7 0,557
VLDL-colesterol (mg/dl) 37,0±23,6 39,7±50,5 33,4±22,9 0,323
Apolipoproteína B (mg/dl) 103,7±20,4 112,2±33,4 115,3±27,3 0,882
Apolipoproteína A (mg/dl) 120,7±33,5 138,6±18,3 137,6±20,7 0,635
HbAc (g/dl) 7,6±2,2 6,6±1,7 6,8±1,8 0,606
IMC (Kg/m2) 27,0±4,5 32,2±5,4 30,0±4,8 0,136
rs7589375:C>T
 
Tabla 15: Asociación del genotipo rs7589375T>C con niveles de insulina y presión 
arterial en la población estudiada en un análisis univariante realizado mediante el 
programa SPSS. La edad, sexo e IMC fueron utilizadas como covariables, salvo para la 
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La DM2 es una enfermedad compleja y heterogénea en cuya etiología 
intervienen factores ambientales y genéticos. Debido a la multitud de rutas 
implicadas en el control metabólico del organismo, los genes de 
susceptibilidad, cuya alteración puede contribuir al desarrollo de la 
enfermedad, son muy diversos y en gran medida desconocidos. El término 
gen de susceptibilidad implica que ningún gen es suficientemente “fuerte” 
como para actuar como un “diabetogen” por sí mismo, pero puede actuar 
como un “gen prodiabético” favoreciendo la aparición de un subfenotipo o 
“fenotipo prediabético” (menor sensibilidad a la insulina, secreción de 
insulina alterada, obesidad visceral etc), de forma que su interacción con 
otros genes y con factores ambientales determinará el control metabólico del 
individuo. 
Nuestra hipótesis inicial fue que variantes en el gen SREBF1 o en los genes 
que lo regulan, como INSIG2, podrían condicionar la susceptibilidad 
genética a la DM2 favoreciendo la deposición de ácidos grasos en 
determinados tejidos y la aparición de fenómenos de lipotoxicidad y 
resistencia a la insulina. 
De hecho, la alteración del almacenamiento y movilización de los lípidos es 
subyacente a la mayoría de características de la DM2 como son el aumento 
de la gluconeogénesis hepática, pérdida de la secreción de insulina inducida 
por glucosa y habitualmente obesidad100,360. Además, la alteración de la 
lipólisis en tejidos sensibles a la insulina y en la capacidad de 
almacenamiento de triglicéridos se manifiestan mucho antes que la 
hiperglucemia por lo que son marcadores tempranos de fenómenos de 
resistencia a insulina. 
En individuos normoglucémicos familiares de primer grado de pacientes 
con DM2 se ha demostrado una menor supresión de la lipólisis en ayuno 
mediada por insulina respecto a individuos control ajustados por edad y 
peso en la mayoría de estudios realizados361-363, sugiriendo que la menor 
supresión por insulina de la liberación de ácidos grasos es un defecto 
primario en los individuos genéticamente predispuestos a desarrollar DM2. 
Estas y otras evidencias dan lugar a la visión “adipocéntrica” de la 
resistencia a la insulina y del síndrome metabólico, que considera como 
defecto primario la incorrecta homeostasis del tejido adiposo en respuesta a 
estímulos nutricionales y hormonales. 
Las proteínas de unión al elemento de respuesta a esteroles (SREBPs) y 
concretamente la isoforma SREBP1c podría constituir un nexo entre 
desregulación en la homeostasis lipídica y los cuadros de resistencia a 
insulina, las complicaciones comúnmente asociadas a ésta y finalmente la 
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disminución en la función β pancreática. Como se ha descrito en la 
introducción, la homeostasis glucolipídica del organismo está determinada 
por el equilibrio entre sensibilidad a la insulina y secreción de insulina. La 
desregulación de SREBP1c podría modificar ambos factores. 
En el tejido adiposo, la expresión de SREBP1c está disminuida en estados 
de resistencia a insulina como consecuencia del bloqueo de la ruta de 
señalización PI3 quinasa. La hiperinsulinemia compensatoria 
frecuentemente asociada a estados de resistencia a insulina provoca un 
aumento en la expresión de este factor en hígado a través de la señalización 
de IRS-1 y en músculo esquelético debido a una sobreactivación de la ruta 
MAPK, responsable de la activación de este gen en el tejido muscular180. 
Esta divergencia en la señalización de insulina se ha asociado al flujo de 
ácidos grasos hacia el músculo esquelético, hígado, o páncreas donde su 
acumulación disminuye la utilización de glucosa, aumenta la síntesis y 
secreción de lipoproteínas VLDL y triglicéridos y deteriora la función β 
pancreática. Por tanto, además de ser una consecuencia de la resistencia a la 
insulina, la alteración en la expresión de SREBP1c es en sí misma una causa 
de ella en determinados contextos fisiopatológicos.  
 
Nuestros resultados confirman la hipótesis inicial y hemos identificado 
variantes en los genes SREBF1 e INSIG2 asociadas con DM2 en población 
española. 
La variante que se ha asociado con un mayor riesgo de DM2 es 
rs7589375:T, localizada en el gen INSIG2, ajustándose principalmente a un 
modelo recesivo [χ2= 7,56; P=0,0059; odds ratio =0,33; P=0,0063]. En el 
presente trabajo, presentamos evidencias de que el alelo rs7589375-T 
disminuye la actividad transcripcional del promotor de INSIG2 dirigiendo la 
expresión del gen de la luciferasa. Las predicciones informáticas realizadas 
indican que el alelo T implica la desaparición de un sitio de unión para los 
factores de transcripción GATA1 y 3. 
Resulta atractivo especular que esta disminución en la actividad del 
promotor en los portadores del alelo rs7589375-T podría implicar una 
disminución en la expresión de INSIG2. Como consecuencia, el complejo 
SCAP/SREBP no sería retenido eficazmente en el RE, favoreciendo la 
migración a golgi y el procesamiento de SREBP que liberaría la forma 
madura que finalmente ejercería su actividad transcripcional. 
Se ha propuesto que en hígado SREBP1c es el mediador de la inducción de 
la glucoquinasa por insulina. Evidentemente, una sobreexpresión de 
SREBP1c podría explicar desde este punto de vista un aumento en la 
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utilización de glucosa hepática y un aumento en la sensibilidad a la insulina. 
No obstante, la sobreactivación paralela de la lipogénesis de novo hepática 
con el consiguiente aumento en la formación y secreción de lipoproteínas 
VLDL, favorece un mayor flujo de lípidos hacia otros tejidos, que como se 
ha descrito es un fenómeno temprano en el desarrollo de la DM2. Además, 
en hígado, la activación de SREBP1c y la acumulación lipídica contribuyen 
al deterioro en la señalización de insulina a distintos niveles, incluyendo la 
inhibición de la gluconeogénesis, favoreciendo así un mayor aumento de la 
glucémia (figura 47). 
En músculo esquelético, el órgano más importante respecto a la utilización 
de glucosa inducida por insulina, se ha demostrado que la sobreexpresión de 
SREBP1c participa en la deposición lipídica implicada en la resistencia a la 
insulina y en el deterioro en la utilización de glucosa en este tejido. 
En el páncreas se ha descrito que la sobreactivación de SREBP1c se 
relaciona con una menor síntesis y secreción de insulina a través de 
fenómenos de lipotoxicidad y específicamente sobreexpresando granufilina, 
como se ha descrito anteriormente. El deterioro de la función β pancreática a 
largo plazo se traducirá en una reducción en la liberación de insulina y en la 
manifestación clínica de la hiperglucemia. 
Además, SREBP1c participa en la homeostasis del tejido endotelial vascular 
a través de la inducción de COX2 y la producción de prostaciclina I2. En 
condiciones fisiológicas el tono de la musculatura lisa vascular está 
finamente regulado por estos y otros factores liberados por las células 
endoteliales como el óxido nítrico generado por la óxido nítrico sintasa 
endotelial (eNOS). Estos mecanismos están alterados en patologías como la 
DM2 favoreciendo la hipertensión y el deterioro vascular característicos de 
esta patología364. 
Uno de los mecanismos propuestos es el deterioro en la inducción de eNOS 
debida a la  acumulación de ácidos grasos, ceramidas, etc. Además, se ha 
descrito que la acumulación de fosfolípidos oxidados, característica de 
lesiones arteroscleróticas y otros entornos con signos de inflamación, 
provoca una activación de SREBP que a su vez induce sustancias 
quimiotácticas como interleuquina 8 (IL-8) que favorecen la interacción de 
monocitos y células endoteliales. Paralelamente la activación de SREBP 
conllevaría una mayor acumulación lipídica que agravaría el entorno 
inflamatorio. Por el momento se desconoce la implicación de esta activación 
de SREBP en el tejido endotelial vascular en patologías humanas pero los 
resultados obtenidos por distintos grupos sugieren que podría desempeñar 
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un papel en hipertensión arterial o arterosclerosis, patologías frecuentemente 
asociadas con resistencia a insulina y DM2. 
 
El análisis univariante del fenotipo de los pacientes con DM2 en función del 
genotipo para la variante rs7589375 confirma parcialmente esta hipótesis. El 
alelo T se asocia con un aumento en la presión arterial diastólica (P=0,027) 
y con una disminución en la secreción de insulina cercana a la significación 
(P=0,074), lo cual se podría correlacionar con el fenotipo esperado en una 
sobreactivación de la ruta SREBP. 
Estos resultados son evidentemente muy preliminares pero refuerzan la 
hipótesis de que SREBP1 podría desempeñar un papel en fenotipos 
asociados a la resistencia a la insulina como son la hipertensión arterial y 
arteriosclerosis. 
 
El análisis univariante de rs7589375:T>C indica que este polimorfismo no 
está asociado a una alteración en IMC en nuestra población, si bien, durante 
el desarrollo de este trabajo, Herbert y colaboradores, describieron que la 
variante rs7566605 situada entre los genes FLJ10996 e INSIG2, estaba 
asociada a IMC y obesidad341. La información disponible en el proyecto 
HapMap indicó que ambas variantes presentan un bajo desequilibrio de 
ligamiento (D´=0,642; r2=0,062) por lo que posiblemente estos resultados 
deban considerarse independientemente.  
 
La variante IVS1–11delTCC encontrada en el gen SREBF1, se asocia con 
un incremento en el riesgo de desarrollar DM2 utilizando el modelo 
dominante [odds ratio=2,72 (CI 95% = 1,06-7,0; P= 0,029)] y con un 
aumento cercano a la significación en los niveles de VLDL (P=0,08). No 
hemos demostrado que esta deleción ocasione ninguna alteración funcional 
en dicho gen, por lo que podría estar en desequilibrio de ligamiento con otra 
u otras variantes responsables de esta asociación. 
Paralelamente al desarrollo de este trabajo, distintos grupos asociaron 
variantes del gen SREBF1 (rs13306736, -36delG UTR1a, rs2297508 y 
rs11868035) con desórdenes metabólicos como obesidad, DM2 o 
dislipemias en distintos contextos fisiopatológicos.  
En un estudio caso-control en población caucasiana del Reino Unido, el 
grupo del doctor Stephen O´Rahilly339 describió que la variante rs11868035 
estaba significativamente asociada con DM2 en hombres [odds ratio = 1,42 
(CI95%=1,11–1,82, P = 0,005)] pero no en mujeres [odds ratio = 1,05 
(CI95%=0,76–1,47, P = 0,748)]. En este mismo trabajo se describió que 
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esta variante estaba asociada con una ligera pero significativa elevación en 
los niveles de colesterol total y LDL-colesterol tanto en hombres como en 
mujeres. No se encontró asociación de esta variante con la alteración de 
otros parámetros estudiados (niveles de glucosa o insulina en ayunas o en un 
ensayo de sobrecarga oral de glucosa, IMC, triglicéridos, ácidos grasos, 
índice C/c o presión arterial). 
Simultáneamente, en un estudio de asociación realizado en población 
francesa caucasiana, Eberle y colaboradores describieron que el alelo 
rs2297508-C estaba asociado con obesidad en dos grupos de obesos 
mórbidos independientes. Además, era menos frecuente en el grupo de 
pacientes con DM2338. En este mismo trabajo se asociaron las variantes 
5´UTR1a -150G>A, 5´UTR1a -36delG y rs2297508 con 
hipertrigliceridemia específicamente en varones. 
 
En nuestro trabajo también hemos incluido estas variantes en los estudios de 
asociación en población española así como en los análisis funcionales. 
Individualmente ninguna de ellas estaba significativamente asociada con la 
enfermedad, aunque sí al realizar un análisis de haplotipos. De hecho, las 
variantes rs2297508 y rs11868035 se encuentran muy próximas en el gen 
SREBF1 y presentan un elevado desequilibrio de ligamiento (D´=0,76-1; 
r2=0,58-0,87), por lo que los resultados obtenidos por Eberle et al respecto a 
rs2297508 y por Laudes et al respecto a rs11868035 no deberían ser 
considerados independientemente. 
En ninguno de estos trabajos se aportan datos referentes al efecto de estas 
variantes en la expresión o la actividad de SREBP1 por lo que nos 
propusimos realizar estudios de funcionalidad para evaluar si alguna de ellas 
era potencialmente capaz de justificar la asociación de distintos haplotipos 
con DM2 o si simplemente estaban en desequilibrio de ligamiento con otras 
variantes no identificadas responsables de la asociación. 
En las distintas aproximaciones funcionales y predicciones informáticas que 
hemos realizado, ninguno de los polimorfismos identificados por estos 
grupos parece alterar la expresión de SREBP1 (figuras 34, 35 y 38) por lo 
que posiblemente su asociación con DM2 se deba a otra variante ligada a 
ellas. 
Algunas variantes descritas en nuestro estudio como la deleción 
3´UTR+334delTTT localizada en la región 3´UTR de SREBP1c podrían 
provocar una desregulación de este factor. Esta variante presenta un elevado 
desequilibrio de ligamiento con las variantes asociadas con la enfermedad 
(IVS1–11delTCC, rs13306736, -36delG UTR1a, rs2297508 y rs11868035). 
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En nuestro estudio la variante 3´UTR+334delTTT no se asoció 
individualmente a DM2 en la población estudiada pero el haplotipo formado 
por el alelo silvestre y el alelo rs11868035-T se asoció débilmente con una 
disminución en el riesgo de DM2 respecto al haplotipo formado por el alelo 
no delecionado y el alelo rs11868035-C (tabla 11). 
La región 3´UTR de SREBP1 participa en la regulación de este gen por 
ácidos grasos poliinsaturados en hígado de rata modificando la estabilidad 
del ARNm. En este mecanismo intervienen las regiones ricas en A-U que 
también están presentes en la región 3´UTR del mensajero humano. La 
variante 3´UTR+334delTTT altera una de estas regiones por lo que podría 
influir en las diferencias interindividuales en la regulación de este factor y/o 
en la respuesta a componentes de la dieta. De hecho, los estudios de 
actividad in vitro muestran que la construcción 3´UTR+334delTTT posee 
una mayor actividad basal que la construcción con la secuencia silvestre o la 
3´UTR+208delCC (figura 37).  
En las construcciones utilizadas en estos ensayos, el promotor y las regiones 
5´ y 3´UTR de SREBP1c controlan la expresión del gen de la luciferasa. 
Este diseño no permite estudiar efectos a nivel de estabilidad del mensajero 
del propio gen endógeno pero sí el efecto de las regiones reguladoras. 
Construcciones similares han sido utilizadas previamente para estudiar el 
efecto de elementos ricos en A-U presentes en las regiones 3´UTR, sobre la 
expresión de genes como COX-2365, p27366 o CYP2A6367.  
Desconocemos si el aumento en la actividad basal refleja diferentes 
eficiencias de transcripción, traducción o estabilidad del mensajero. 
Independientemente de ello la importancia fisiopatológica de esta variante 
no puede ser descartada; de hecho variantes en la región 3´UTR de otros 
genes humanos se han asociado a distintas patologías368,369. 
 
Los ensayos de actividad in vitro mostraron que la variante 5´UTR-38G>A 
identificada en el gen SREBF1 aumentaba significativamente la expresión 
de la luciferasa respecto a la secuencia silvestre. 
Las regiones UTR regulan la expresión de una proteína modulando la 
eficiencia de transcripción, de traducción y la estabilidad del ARNm. Se ha 
demostrado que la estructura secundaria del mensajero tiene un papel 
importante en estos mecanismos de regulación, y a través de cálculos de 
estabilidad hemos deducido que dicha variante altera la estructura 
secundaria predicha para esta región lo cual podría justificar el aumento en 
la expresión provocada por dicha variante (figura 41). No obstante para 
confirmar este mecanismo serían necesarias otras aproximaciones 
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experimentales ya que frecuentemente existen distintas poblaciones para 
cada ARNm y no siempre una aproximación basada en la mínima energía 
libre predice la estructura secundaria predominante de un ARNm. 
 
La variante 5´UTR-38G>A de SREBP1c se encontró inicialmente en un 
solo individuo con DM2 en la población estudiada. Sin embargo, en 
colaboración con el Servicio de Endocrinología y Diabetes del Hospital de 
Cruces (Barakaldo. Bizkaia) también encontramos esta variante en dos 
individuos diagnosticados con diabetes tipo MODY en la que no aún no se 
había identificado el gen responsable.  
Las diabetes tipo MODY se asocian a mutaciones en genes individuales que 
provocan cambios en la estructura y función de proteínas de la célula β. 
Recientemente se ha puesto de manifiesto la importancia de SREBP1c en 
los mecanismos de secreción de insulina ya que independientemente de su 
implicación en fenómenos de lipotoxicidad, la sobreexpresión de SREBP1c 
se ha asociado con un deterioro de la secreción de insulina en distintos 
modelos experimentales306. 
El aumento en la expresión de SREBP1c provocado por esta variante podría 
ser la primera demostración de la participación de estos mecanismos de 
disfunción β pancreática en patologías humanas. Tras analizar a más 
miembros de la familia del probando, se comprobó que ninguno de los 
portadores de esta variante presentaba alteraciones en la glucemia ni en los 
parámetros bioquímicos de referencia, si bien hay que tener en cuenta que 
su edad (25-31años) no es tan elevada como para descartar que puedan 
desarrollar cuadros dislipémicos o diabetes en un futuro. Esto sugiere que 
aunque esta variante podría influir sobre el riesgo de DM2 no es responsable 
de una forma monogénica de diabetes mellitus. 
De las dos mutaciones encontradas en SREBP1 (Pro173Leu y Thr202Met), 
sólo la variante Thr202Met alteraba la actividad transcripcional de la forma 
madura. Nuestro estudio sugiere que el residuo Thr202 podría ser 
directamente modificado o que al menos la mutación Thr202Met podría 
alterar la modificación postraduccional de un residuo cercano provocando la 
desestabilización de la proteína.  
Esta variante fue encontrada en tres individuos de una única familia. Dos de 
ellos presentaban un cuadro de dislipemia caracterizado principalmente por 
una elevación de LDLc, acompañado en uno de ellos por una disminución 
en los niveles de triglicéridos y VLDL. El tercer individuo, una mujer de 22 
años, no presentaba alteraciones en la glucemia ni en LDLc pero si una 
disminución en los niveles VLDL y triglicéridos. Estos fenotipos podrían 
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relacionarse con una disminución en la expresión del receptor de LDL y en 
la lipogénesis de novo hepática, debido a una menor actividad de SREBP1. 
No obstante, aunque la variante Thr202Met altera la estabilidad y función 
de la proteína su relación causal en el cuadro dislipémico de los portadores 
no está aclarada. 
Es interesante resaltar que la importancia de este resultado no sólo reside en 
la posible asociación de esta variante con un fenotipo clínico en la familia 
portadora, sino en la caracterización del papel funcional del residuo Thr202, 
localizado en una región poco conocida de la proteína y que a la luz de 
nuestros resultados podría estar implicada en la estabilidad de SREBP1. 
Trabajos recientes presentan a los factores SREBP como una interesante 
diana molecular para el tratamiento de alteraciones en el metabolismo 
glucolipídico por lo que la identificación de los residuos claves en la 
regulación de la estabilidad/degradación de estos factores podría tener una 
importante aplicación farmacológica243. 
 
Somos conscientes de que nuestro estudio de asociación tiene limitaciones; 
el número de muestras de casos y controles que hemos podido obtener y 
analizar es limitado, más aún el número de ellas que están completamente 
caracterizadas clínicamente. Esto muchas veces limita el poder estadístico 
de un estudio de asociación y puede llevar a falsos positivos y falsos 
negativos. Por este motivo, hemos apoyado dicho análisis genético, con 
estudios funcionales. De hecho, este es el primer trabajo en el que se 
describen variantes en estos genes con una implicación funcional alterando 
la expresión, actividad de SREBP1 o INSIG2. 
Según la hipótesis emitida por Neel en 1962370 en la que se introdujo el 
concepto Thrifty Genotype (~genotipo rácano), un aumento en la actividad 
de SREBP1 podría dar una ventaja evolutiva en el pasado, favoreciendo el 
balance energético positivo, pero no con un estilo de vida como el actual. 
Numerosos trabajos en la bibliografía refuerzan esta hipótesis, ya que la 
sobreexpresión de SREBP1c se ha asociado con esteatosis hepática, 
lipodistrofia, enfermedad renal asociada a diabetes, lipotoxicidad en 
modelos animales de DM2 como los ratones IRS-2-/- 310 o en líneas celulares 
de origen pancreático305 y más recientemente con una disminución 
específica en la secreción de insulina por células β debido a la inducción de 
granufilina306. 
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Figura 47: Representación esquemática de la función fisiológica de SREBP1c en 
distintos tejidos (negro). La alteración en la expresión de SREBP1 podría constituir un 
nexo entre la alteración del metabolismo lipídico y la resistencia a insulina. En azul se 
describen las consecuencias descritas para una sobreexpresión de SREBP1c y en rojo para 
una disminución de su expresión. 
 
 
Reforzando esta hipótesis, las variantes asociadas con DM2 en nuestro 
estudio son principalmente aquellas que cursan con un aumento en la 
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actividad de SREBP1 o con una disminución en la expresión de INSIG2 que 
a su vez ocasionaría una sobreactivación de SREBP1. Para confirmar este 
efecto sería necesario cuantificar la expresión de INSIG2 y SREBP1 en 
células β pancreáticas, músculo esquelético, endotelio vascular, hígado o 
tejido adiposo en portadores de estas variantes, aunque por el momento el 
material disponible no ha permitido dicho estudio. 
 
Posiblemente el concepto más fácilmente aplicable de la identificación de 
genes responsables de la DM2 sea que la presencia de variantes genéticas en 
un individuo pueda influenciar su susceptibilidad a desarrollar la 
enfermedad, el pronóstico y/o su respuesta a determinadas terapias, esto es, 
farmacogenética. Por ejemplo esto se ha descrito en pacientes con MODY 
resultante de mutaciones en el gen HNF1α que responden preferentemente 
al tratamiento con sulfonilureas371. 
En este trabajo presentamos variantes en el gen SREBF1 que se asocian con 
DM2 y/o que alteran la expresión o función de esta proteína, y lo que es más 
importante, demostramos por primera vez que variantes genéticas en el gen 
INSIG2 están fuertemente asociadas con DM2. Además demostramos que 
los portadores del alelo rs7589375-T en el gen INSIG2, tanto diabéticos 
como controles, presentan un aumento en la presión arterial y una tendencia 
a la disminución en la insulina basal. Sería interesante estudiar si las 
variantes presentadas en este trabajo condicionan la respuesta a los 
tratamientos de rutina utilizados en DM2 o sus complicaciones clínicas 
asociadas como la hipercolesterolemia o la hipertensión y si son marcadores 
potencialmente útiles para una mejor utilización de los recursos 
farmacológicos.  
 
El mecanismo de acción de las estatinas, un grupo de fármacos 
frecuentemente utilizados para disminuir los niveles de LDL-c, implica 
inhibición de la HMG CoA reductasa y la activación secundaria de los 
SREBPs, que a su vez induce la expresión del receptor de LDL 
favoreciendo la captación de LDL principalmente por el hígado. El efecto 
de las estatinas sobre el control de la glucemia todavía es discutido. Algunos 
trabajos sugieren que el tratamiento con estos fármacos podría ejercer un 
efecto beneficioso debido a la activación de los SREBPs en hígado y tejido 
adiposo que favorecería la captación de lipoproteínas y la reesterificación de 
los ácidos grasos, mejorando el cuadro dislipémico generalmente asociado a 
DM2372. Por el contrario, numerosos trabajos ponen en duda el efecto 
beneficioso de las estatinas sobre los niveles de ácidos grasos libres373,374. 
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Además, existen trabajos que describen un marcado deterioro en el control 
de la glucemia en algunos pacientes con hipercolesterolemia asociada a 
DM2375. En cualquier caso, teniendo en cuenta estas discrepancias, sería 
muy interesante estudiar si las variantes en INSIG2 y SREBF1 presentadas 
en nuestro trabajo influyen en la variabilidad clínica encontrada en respuesta 
a estos tratamientos. De hecho, como se ha descrito en la introducción, 
trabajos anteriores han asociado algunas variantes en SREBP1 con una 
distinta respuesta del perfil lipídico a tratamientos con estatinas o con 
antiretrovirales en determinados contextos fisiopatológicos. 
 
En el caso de la DM2, la identificación y caracterización de nuevos genes 
implicados en la susceptibilidad a esta enfermedad permite incrementar la 
escasa información genética disponible para el diagnóstico, tratamiento y 
prevención de esta enfermedad y, algo no menos importante, conocer como 
genes específicos interaccionan con la dieta, el ejercicio y otros factores 
ambientales en el control del metabolismo. Tal vez algún día nuestro 
conocimiento en la etiología molecular de la DM2 permita diseñar una 
combinación de dieta, ejercicio físico y farmacoterapia que ayude a prevenir 
la instauración de la hiperglucemia en cada individuo. Esperamos que 
nuestra modesta aportación, recogida en este trabajo, pueda contribuir de 
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1.- En el presente trabajo se han identificado dieciocho variantes en el gen 
SREBF1 en población española, siete de las cuales no habían sido descritas 
hasta la fecha. 
 
2.- La deleción intrónica IVS1–11delTCC identificada en dicho gen se 
asocia con un incremento significativo en el riesgo de desarrollar diabetes 
mellitus tipo 2 en la población estudiada. 
 
3.- La mutación Thr202Met identificada en el exón 3 de SREBP1c provoca 
una desestabilización de la proteína y una disminución en su actividad 
transcripcional. 
 
4.- Los individuos portadores de la mutación Thr202Met se caracterizan por 
una disminución en los niveles de VLDL y/o un aumento en los niveles de 
LDL, aunque la relación causal de dicha mutación con este cuadro 
dislipémico no está aclarada. 
 
5.- La variante -38 G>A identificada en la región 5´UTR de SREBP1c 
provoca un aumento significativo de la actividad in vitro de dicha región, en 
un ensayo luciferasa. Dicho efecto podría justificar un aumento en la 
susceptibilidad de los portadores de esta variante a desarrollar DM2. 
 
6.- El alelo T de la variante rs7589375:T>C, situada en la región promotora 
del gen INSIG2, ocasiona una pérdida de actividad de dicho promotor en un 
ensayo luciferasa. 
 
7.- La frecuencia de la variante rs7589375:T>C en la población estudiada es 
de 21% en pacientes y 28% en controles, asociándose significativamente 
con una disminución en el riesgo de desarrollar DM2. Esta es la primera 
descripción del gen INSIG2 como gen de susceptibilidad para dicha 
patología. 
 
8.- El alelo T de la variante rs7589375:T>C se asocia con una elevación 
significativa en la presión arterial diastólica y una disminución en los 
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